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1 Einleitung 
 
 1.1 Prävalenz und Klinik der chronischen Hepatitis C 
 
Die chronische Hepatitis C ist eine Virusinfektion, die durch einen RNA-Virus aus der 
Gruppe der Flaviviren hervorgerufen wird und mindestens sechs Monaten nach einer 
akuten Infektion besteht. 1989 wurde das Hepatitis C Virus (HCV) als Non-A/ Non-B-
Hepatitisvirus endeckt und molekularbiologisch als einzelsträngiges, 9400 Basenpaar 
großes RNA-Virus mit Plusstrang-Polarität charakterisiert (Choo et al., 1989). Das 
Hepatitis C Virus besteht aus einer Hülle mit unterschiedlichen Hüllproteinen (E1 und 
E2), einem Kernprotein (Core) und der Erbsubstanz (RNA-Genom). Das Genom 
besteht aus einer 5´-nicht translatierten Region, einem offenen Leserahmen, der 
kodierend für ein 3000 Aminosäuren großes Vorläuferprotein ist und aus einer 3´ nicht 
translatierten Region. Nach proteolytischer Spaltung des Vorläuferproteins entstehen 
das Protein C (Core), E1 und E2 als Hüllproteine und die Nichtstrukturproteine NS2-
NS5 B (Maier, 2002). Das HCV wird auf Grund seiner polymorphen Struktur in 6 
Hauptgenotypen und ca. 100 Subtypen unterteilt. Die Prävalenz der unterschiedlichen 
Genotypen zeigt eine deutliche geographische Variabilität. In Europa dominieren vor 
allem die Genotypen 1a, 1b, 3a, während in Nord- und Zentralafrika der Genotyp 4 
und in Vietnam und Thailand häufig der Genotyp 6 vorkommen (Schreier et al., 
2001). Zielstrukturen des Hepatitis C Virus sind Hepatozyten und wahrscheinlich auch 
B-Lymphozyten. Es ist noch nicht eindeutig geklärt, ob eine aktive Virusreplikation in 
mononukleären Blutzellen stattfindet, obwohl die Tatsache, dass alle 
lebertransplantierten Patienten reinfiziert werden, auch auf eine extrahepatische 
Virusvermehrung hindeutet (Maier, 2000).  
Nach Angaben der WHO sind 170 Millionen Menschen, entsprechend 3% der 
Weltbevölkerung mit HCV infiziert (Poynard et al., 2000). Die Prävalenzrate liegt in 
Europa bei 1 %, in den Staaten Afrikas über 5%. Nach Angaben des Robert-Koch-
Instituts beträgt die Durchseuchung in Deutschland 0,4% (Schreier et al., 2001) 
(Abb.1.1). 
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Abb.1.1: Prävalenz der HCV-Infektion weltweit (nach Heintges et al., 1997) 
 
 
 
Die Infektion erfolgt meist parenteral durch das Eindringen von Blut einer infizierten 
Person in die Blutbahn oder das Gewebe des Empfängers (Schreier et al., 2001). Zu 
den Risikogruppen gehören vor allem i.v.-Drogenabhängige, Empfänger von Blut und 
Blutprodukten, Kontaktpersonen von HCV-Infizierten, beruflich Exponierte und 
Hämodialysepatienten. Durch Optimierung des HCV-Screenings von Blutspendern 
und Blutprodukten konnte jedoch eine weitgehende Elimination der 
Posttransfusionshepatitis erreicht werden. Eine HCV-Übertragung durch 
Nadelstichverletzungen, Mutter-Kind-Übertragung und sexuelle Transmission sind 
möglich, kommen jedoch selten vor und korrelieren mit der Höhe des HCV-Titers 
(Busch et al., 1999). Das mittlere Infektionsrisiko bei Nadelstichverletzung mit 
virushaltigem Blut liegt mit 2% jedoch weit unter dem Infektionsrisiko durch 
Nadelstichverletzung mit einer Hepatitis B Virus verseuchten Kanüle (Herold, 2002). 
In bis zu 40% der Fälle werden sporadische Infektionen beschrieben, bei denen der 
Infektionsweg unbekannt ist (Maier, 2002). 
Die akute Hepatitis C verläuft nach einer Inkubationszeit von 2-25 Wochen häufig 
asymptomatisch und hat eine Chronifizierungsrate von ca. 80%. Etwa 20% der 
Patienten mit chronischer Hepatitis C bekommen mit einer Latenz von 20 Jahren eine 
Leberzirrhose und 1-4 % der HCV-Patienten entwickeln auf dem Boden der Zirrhose 
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ein primäres Leberzellkarzinom (Maier, 2002). Es konnte bereits gezeigt werden, dass 
ein Patientenalter < 40 Jahre, das weibliche Geschlecht und geringer Alkoholgenuss 
einen günstigen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben, während Viruslast und 
HCV-Genotyp für die Progression der Krankheit ohne Bedeutung sind (Poynard et al., 
1997). 
 
 
1.2  Therapie der chronischen Hepatitis C 
  
Die Therapie der chronischen Hepatitis C erfolgt mit Interferon-α und Ribavirin. 
Interferone gehören zu den Zytokinen, die auch körpereigen von Leukozyten und 
Fibroblasten als Reaktion auf eine Virusinfektion gebildet werden. Sie wirken 
virusstatisch, antiproliferativ und greifen in Immun- und Entzündungsvorgänge ein 
(Lüllmann et al., 1999). Der Interferonkomplex wird nach Sekretion und 
Rezeptorbindung ins Zellinnere aufgenommen, wo die Wirkung des Interferons durch 
„second messenger“ vermittelt wird (Maier, 2002). Für die HCV-Therapie wurden 
zunächst rekombinante α-Interferone eingesetzt, die dreimal wöchentlich mit 3 
Millionen Einheiten subkutan appliziert wurden. Mittlerweile sind Depotinterferone 
(pegylierte Interferone) entwickelt worden, die durch ihre verlängerte 
Plasmahalbwertzeit nur einmal wöchentlich subkutan gegeben werden. Durch die 
Pegylierung wird das Interferon vor enzymatischen Abbau besser geschützt, ohne die 
antivirale Aktivität zu beeinträchtigen (Maier, 2002). 
Ribavirin, ein Nukleosidananlogon, ist heute aufgrund seiner immunmodulatorischen 
Eigenschaften fester Bestandteil der HCV-Therapie (Patterson et al., 1990). 
Interferon-α kombiniert mit einer gewichtsadaptierten Dosis (800-1200 mg/d oral) 
Ribavirin (McHutchison et al., 1998; Poynard et al., 1998) bzw. pegyliertes Interferon 
in Kombination mit Ribavirin (Manns et al., 2001, Zeuzem et al., 2000) gehören 
mittlerweile zur Standardtherapie (24 bzw. 48 Wochen). In der Multizenter-Studie von 
Manns et al. (Manns et al., 2001) konnte die Erfordernis einer gewichtsadaptierten 
Dosis Ribavirin gezeigt werden.  
Theoretisch sind alle Patienten, die mit HCV infiziert sind, Kandidaten für eine 
antivirale Therapie, jedoch hängen die Indikationen und Kontraindikationen von sehr 
vielen Kriterien ab. Als Minimalkriterien gelten u.a. erhöhte ALT-Werte über sechs 
Monate, positive HCV-RNA, kompensierte Lebererkrankung sowie Alkohol- und 
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Drogenabstinenz und eine Leberbiopsie mit portaler Fibrose (Strader et al., 2004). Zu 
den Kontraindikationen zählen psychische Erkrankungen wie schwere Depression und 
Psychose sowie schwere Begleiterkrankungen wie schwere Hypertension oder COPD 
und dekompensierte Leberzirrhose (EASL International Consensus Conference, 1999; 
Strader et al., 2004). Ziel der HCV-Therapie ist sowohl die Elimination des Virus aus 
dem Serum, den Hepatozyten und den extrahepatischen Zellen, als auch die 
Normalisierung der Transaminasen. Durch einen dauerhaften Therapieerfolg können 
eine Progression der Leberfibrose und das Auftreten eines hepatozellulären Karzinoms 
verhindert werden (Poynard et al., 2002;Yoshida et al., 2004). Je nach individuellem 
Therapieansprechen wird die Therapieantwort wie folgt definiert (Maier, 2002):  
 
• Sustained-Responder: HCV-RNA auch 6 Monate nach Behandlungsende nicht 
nachweisbar, die Transaminasen sind normal 
• Non-Responder: virologisches Nichtansprechen auf die Therapie mit 
persistierender HCV-RNA  
• Relapse: initiales Therapieansprechen während der antiviralen Therapie, jedoch 
Rezidiv der Erkrankung nach Behandlungsende, gekennzeichnet durch erneut 
positive HCV-RNA und Anstieg der Transaminasen 
• Breakthrough: initiales Therapieansprechen während der antiviralen Therapie, 
unter fortlaufender Therapie jedoch erneuter Transaminasenanstieg und erneut 
positive HCV-RNA 
 
Das Therapieansprechen bei chronischer Hepatitis C ist von sehr vielen Faktoren 
abhängig. Eine wichtige Bedeutung bei der antiviralen Therapie haben die viralen 
Faktoren wie z. B. Genotyp und Viruslast, aber auch die Wirtsfaktoren, wie Alter und 
Geschlecht sowie das Stadium der Lebererkrankung  stellen bedeutende Kriterien dar. 
Es konnten fünf unabhängige Faktoren identifiziert werden, die signifikant mit einem 
positiven Therapieansprechen assoziiert sind: HCV-Genotyp 2 und 3, eine Viruslast 
<2 Millionen Kopien/ ml, minimale Fibrose in der Leberhistologie sowie ein Alter <40 
Jahre und weibliches Geschlecht verbessern die Prognose einer antiviralen Therapie 
(Poynard et al., 1998). In einigen Studien (Edwards-Smith et al.,1999; Promrat et al., 
2003) konnte eine genetische Prädisposition in Zusammenhang mit dem antiviralem 
Therapieansprechen gebracht werden. Ferner wurden in Arbeiten von Schlaak et al. 
(Schlaak et al., 1998) und Knolle et al. (Knolle et al., 1998) genetische und 
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immunologische Veränderungen im Zusammenhang mit der antiviralen Therapie 
genauer analysiert. Von großer Bedeutung sind Chemokine und ihre Rezeptoren, 
denen eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunabwehr zukommt (Bagglioni, 
2001) und deren zentrale Rolle auch in vielen anderen Krankheiten wie HIV, aber 
auch Rheuma, Asthma und Atherosklerose, bestätigt werden konnte (Gerard et al., 
2001). 
 
 
1.3  Einfluss von Chemokinen und Chemokinrezeptoren auf die chronische 
Hepatitis C  
 
Chemokine sind 8-10 kd große Proteine, die in 20-70% Homologien ihrer 
Aminosäuresequenz aufweisen (Luster, 1998). Es wurden bislang mehr als 50 
Chemokine identifiziert und beschrieben (Murdoch et al., 2000), die in 4 
Hauptfamilien unterteilt werden: C-, CC-, CXC-und CX3C-, deren Nomenklatur sich 
nach der Konfiguration des Cysteinrests in Nähe des NH2 und der Anzahl der 
Aminosäuren zwischen erstem und zweiten Cysteinrest  richtet. Das Cystein bildet 
zwei Disulfidbrücken, die den Chemokinen die für die Rezeptorbindung wichtige 
typische dreidimensionale Struktur verleiht (Bagglioni, 2001). Alle vier 
Chemokingruppen spielen eine wichtige Rolle in der Leukozytenmigration bei 
Infektionen, bei der Regulation des Immunsystems sowie bei der angeborenen und 
erworbenen Immunantwort (Luster, 1998). 
Chemokinrezeptoren sind G-Protein gebundene 7-Transmembranrezeptoren, deren 
Nomenklatur an die der Chemokine angepasst ist (Bagglioni, 2001). Sechs CXC-
Chemokinrezeptoren (CXCR1-CXCR6), 10 CC- Chemokinrezeptoren und ein CX3C- 
Chemokinrezeptor konnten bislang beim Menschen identifiziert werden (Hancock et 
al., 2000). Da ein Ungleichgewicht zwischen einer Vielzahl von Chemokinen und 
einer kleineren Anzahl von Chemokinrezeptoren besteht, wird deutlich, dass viele 
Chemokine an den selben Chemokinrezeptor binden und einige dieser Chemokine an 
mehrere Rezeptoren binden können (Rossi et al., 2000). 
Chemokine können in zwei funktionelle Gruppen unterteilt werden. Auf der einen 
Seite gibt es inflammatorische Chemokine, die während Entzündungsreaktionen 
gebildet werden und Leukozyten und dentritische Zellen rekrutieren sowie T-Zellen 
aktivieren. Auf der anderen Seite existieren Chemokine, die die Leukozytenmigration 
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unter physiologischen, nicht-inflamatorischen Bedingungen steuern. Die Regulierung 
dieser Prozesse ist sehr komplex, da alle Chemokine und ihre Chemokinrezeptoren 
dabei ineinander greifen können (Heydtmann et al., 2001). Chemokinrezeptoren 
unterstützen nicht nur die Leukozytenrekrutierung, sondern verändern auch die 
Effektorphase der Entzündungsantwort. Dies konnte bei CCR1-defizienten Mäusen 
dargestellt werden, die eine erhöhte Th1-Antwort und eine Gewebeschädigung zeigten 
(Mahalingam et al., 2000). Die Zahl der Assoziationsstudien mit verschiedenen 
Kandidatengenen des Chemokinsystems sind unter der Annahme einer wichtigen 
Rolle im Krankheitserwerb und in der Krankheitsentwicklung in der letzten Zeit stark 
angestiegen. Chemokine haben eine bedeutende Funktion für die Entstehung einer 
erfolgreichen antiviralen Immunantwort (Murdoch et al., 2000), so dass die 
Untersuchung des Einflusses von genetischen Variaten in Chemokinen und 
Chemokinrezeptoren auf die HCV-Infektion Gegenstand dieser Arbeit ist. 
 
Der Chemokinrezeptor CCR5 mit seinen Liganden RANTES, MIP-1-α, MIP-1-β, 
MCP-2 und MCP-4 gehört zu den Kandidatengenen für die Krankheitsentwicklung 
der chronischen HCV-Infektion und den Verlauf der HCV-bedingten 
Lebererkrankungen (Hellier et al., 2003). Die 32-bp Deletion des CC-Rezeptors 5 
(CCR5) stellt einen sehr gut untersuchten und beschriebenen Polymorphismus dar, der 
in der kodierenden Region des CCR5-Gens liegt. Homozygote Patienten für diese 
Mutation können CCR5 nicht auf der Zelloberfläche exprimieren, während eine 
heterozygote Form der Mutation mit einer verminderten Expression des funktionellen 
CCR5-Proteins verbunden ist (Wu et al., 1997). Ferner ist der CCR5 ∆32 
Polymorphismus mit einem Schutz gegen HIV-1 und einer verzögerten AIDS-
Progression in der weißen Population assoziiert (Samson et al., 1996). Woitas et al. 
konnten eine erhöhte Prävalenz der CCR5 ∆32-Variante bei überwiegend hämophilen 
Patienten mit HCV nachweisen (Woitas et al., 2002). Nachfolgende Studien, die eine 
genetisch heterogene Populationsstruktur hatten (Promrat et al., 2003) oder die 
gesunde Blutspender als Kontrollpopulation mit in die Studie einschlossen (Promrat et 
al.,2003; Mangia et al., 2003; Poljak et al., 2003), stellten diese Assoziationen jedoch 
in Frage. 
Th1-Zellen, die in vitro CCR5 exprimieren, wandern zu den jeweiligen Chemokinen 
RANTES und MIP-1-α (Bonecchi et al., 1998), die sich vor allem in den portalen 
Leberregionen befinden (Shields et al., 1999). Bei einer persistierenden  
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Virusinfektion wie der HCV-Infektion zeigt sich überwiegend eine portale 
Entzündungsreaktion, die mit einem weniger aggressiven Verlauf der Erkrankung 
verbunden ist (Ishak et al., 1995). Bei der angeborenen und der erworbenen 
Immunreaktion vermitteln CCR5 und andere Chemokinrezeptoren Zellaktivierung, 
Kostimulation und Differenzierung von T-Zellen und Monozyten (Strieter et al., 
1996). Diese komplexen Entzündungs- und Immunreaktionen spielen alle eine große 
Rolle für den Verlauf der chronischen Hepatitis C. Der Einfluss der genetischen 
Variante CCR5 ∆32 auf den Verlauf HCV-Infektion wurde in dieser Arbeit untersucht.  
 
CX3CR1 gehört als einziger Chemokinrezeptor zur Gruppe der CX3C-Rezeptoren und 
ist ein spezifischer Rezeptor für das Chemokin Fraktalkin (CX3CL1) (Bagglioni, 
2001). Das CX3CR1-Molekül wird von Monozyten, T-Lymphozyten und natürlichen 
Killerzellen exprimiert (Bazan et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass CX3CR1 
als bindender Corezeptor für HIV-1 dient (Faure et al., 2000) und dass sowohl eine 
Expression von CX3CR1 als auch des Liganden Fraktalkin im zentralen 
Nervensystem stattfindet (Harrisson et al., 1998; Maciejewski-Lenoir et al., 1999; 
Meucci et al., 2000). Auch in der Leber werden Fraktalkin und CX3CR1 durch einen 
chronische Leberschädigung induziert und in portalen und intralobularen 
Entzündungszonen exprimiert. Bei einer schweren akuten Hepatitis werden CX3CR1 
und sein Ligand zudem in regenerierenden Epithelzellen innerhalb 
gallengangsähnlicher Stukturen exprimiert (Efsen et al., 2002). Das CX3CR1 -  Gen 
liegt auf Chromosom 3 und besteht aus drei Promotoren und vier Exons (De Vries et 
al., 2003). In der Vergangenheit konnten zwei Polymorphismen (V249I und T280M) 
des offenen Leserahmens identifiziert werden, die mit einem nicht-synonymen 
Aminosäurenaustausch verbunden sind (Faure et al., 2000; McDermott et al., 2000). 
Diese beiden SNPs liegen in einem kompletten Kopplungsungleichgewicht. Das 
CX3CR1 249I Allel konnte mit einem reduzierten Risiko für Herz-Gefäßerkrankungen 
und mit einer erniedrigten Rezeptoraffinität für Fraktalkin assoziiert werden (Moatti et 
al., 2001). Auch in der AIDS-Forschung spielt die Mutationen im CX3CR1-Gen eine 
bedeutende Rolle. Das CX3CR1 249I Allel war in einer Studie von Brumme et al. mit 
einem früheren Versagen der initialen antiretroviralen Therapieantwort verbunden 
(Brumme et al., 2003). Der Chemokinrezeptor CX3CR1 ist ein interessantes 
Kandidatengen, da CX3CR1 wichtig für die Fraktalkin vermittelte 
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Entzündungsreaktion ist und damit auch einen Einfluss auf den Verlauf der HCV-
Infektion haben könnte. 
 
RANTES (regulated on activation , normally T-cell expressed and secreted) gehört zur 
Gruppe der CC-Chemokine mit überwiegend pro-inflammatorischen Eigenschaften 
und bindet an die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR3 und CCR5 (Bagglioni, 2001). 
RANTES zeigt vor allem chemotaktische Aktivität für T-Zellen in entzündlichem 
Gewebe (Mackay, 1996) und wird sowohl von T-Lymphozyten, Monozyten, 
Fibroblasten und Endothelzellen gebildet (Luster, 1998). Es konnte nachgewiesen 
werden, dass CCR5 und RANTES eine wichtige Rolle bei der Regulation der 
hepatischen Entzündungsreaktion und der portalen Angiogenese spielen (Apolinario et 
al., 2002). Außerdem wurde in der Studie von Apolinario (Apolinario et al., 2002) 
deutlich, dass die intrahepatische RANTES-Expression mit der Schwere der  
Inflammation des Lebergewebes korreliert. Andere Cytokine (Wang et al., 1996) und 
Virusinfektionen (Lin et al., 2000) erhöhen die RANTES-Expression in Epithelzellen 
und Hepatozyten. Ferner konnte in der Studie von Soo et al. (Soo et al., 2002) gezeigt 
werden, dass HCV fähig ist, die RANTES-Expression in hepatischen und nicht-
hepatischen Zelllinien zu induzieren.  
Die in dieser Arbeit untersuchte 32 Basenpaar-Deletion konnte im CC-Chemokin-
Rezeptor 5 (CCR5) mit einer verminderten Rezeptorexpression assoziiert werden (Wu 
et al., 1997), die mit einer negativen antiviralen Therapieantwort auf eine Interferon-  
Monotherapie verbunden ist (Ahlenstiehl et al., 2003). Da RANTES vor allem 
chemotaktische Aktivität für T-Lymphozyten zeigt, könnte RANTES mit einer 
antiviralen Therapieantwort korreliert sein, die von einer proinflammatorischen 
Cytokinantwort abhängig ist (Cramp et al., 2000). 
Das humane RANTES-Gen erstreckt sich über 8,5 kb auf dem Chromosom 17q11-q12. 
Es besteht aus drei Exons und zwei Introns, der für die Gruppe der CC-Chemokine 
charakteristischen Genstruktur. Die Polymorphismen  RANTES -403 G/A, -109 C/T, -
105 C/T- und –28C/G liegen in der Promotorregion. Die Polymorphismen  RANTES 
Int1.1 T/C und Int1.2 G/A befinden sich im ersten Intron. Ein anderer SNP (RANTES 
3´222 T/C) liegt in der 3´nicht-translatierten Region (An et al., 2002). Der 
Promotorpolymorphismus RANTES –403 konnte mit einer gesteigerten RANTES –
Transkription assoziiert werden (Liu et al., 1999), während das RANTES Int1.1 C-
Allel die RANTES –Transkription herunterreguliert (An et al., 2002). Zudem konnten 
  9 
 
Einleitung  
diese SNPs mit einer erhöhten Suszeptibilität einer HIV-Infektion und einer 
fortschreitenden AIDS-Progression in Verbindung gebracht werden (An et al., 2002; 
McDermott et al., 2000). 
Die Polymorphismen RANTES –403 G/A, Int1.1 T/C und –3´222T/C  haben eine 
Allelfrequenz > 0,10 und liegen im Kopplungsungleichgewicht, d. h. , dass die SNPs 
miteinander vererbt werden. In dieser Arbeit wurden diese drei SNPs für die 
Konstruktion eines Haplotyps ausgewählt. Ein Haplotyp ist als charakteristische 
Kombination von Allelen, die auf einem chromosomalem Segment gemeinsam verebt 
werden, definiert. Mit diesen SNPs können über 97% der Haplotypen von 
Amerikanern europäischer Herkunft repräsentiert werden. Durch die Haplotypanalyse 
kann bei komplexen Krankheiten wie der HCV-Infektion mehr genetische 
Informationen erasst werden als bei Untersuchung einzelner SNPs (Stephens et al., 
2001). 
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Einleitung  
1.4  Ziele der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit wird die Prävalenz ausgewählter Chemokin- und 
Chemokinrezeptorpolymorphismen bei Patienten mit chronischer Hepatitis C und 
deren Einfluss auf die antivirale Kombinationstherapie mit Interferon-α und Ribavirin 
untersucht. Außerdem werden mögliche Assoziationen zwischen Leberhistologie, 
klinisch-chemischen Parametern und den Polymorphismen geprüft.  
Ein nach Alter und Geschlecht gematchtes Kollektiv bestehend aus HCV-negativen 
Krankenhauspatienten mit einem vergleichbaren Risiko für eine HCV-Infektion dient 
als Kontrollpopulation. Ziel dieser Studie ist die Identifizierung genetischer 
Wirtsfaktoren und die Beurteilung ihrer Bedeutung für den weiteren Verlauf der HCV-
Infektion. Neben der großen Fall-Kontroll-Studie zu den immunologisch relevanten 
Genen CCR5 und CX3CR1 sollte in dieser Arbeit eine neue Methode (Haplotyp-
Analyse) der genetischen Analyse zur klinischen Risikostratifizierung von Patienten 
mit chronischer Hepatitis C am Beispiel des für die Immunantwort bedeutenden 
Chemokins RANTES evaluiert werden. 
Die Riskostatifizierung von HCV-Patienten im Hinblick auf  Therapieansprechen und 
das Eintreten von klinischen Endpunkten der Erkrankung hat einen hohen klinischen 
und gesundheitsökonomischen Stellenwert. Die antivirale Therapie könnte durch eine 
verbesserte genetische Patientencharakterisierung individueller auf den jeweiligen 
Patienten abgestimmt werden.  
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2 Material und Methoden 
 
 
2.1 Patientenkollektiv 
 
Es wurden insgesamt 333 Patienten mit chronischer  HCV- Infektion in die Studie 
eingeschlossen. Das Patientenkollektiv umfasste 112 Patienten aus der Medizinischen 
Klinik III des Uniklinikums Aachen, die sich zwischen 1998 und 2002 vorgestellt 
hatten. Außerdem wurden 221 HCV-positive Patienten der medizinischen Klinik mit 
Schwerpunkt Hepatologie und Gastroenterologie der Charité Berlin (Direktor: Prof. 
Dr. med. B. Wiedemann) mit in das Patientenkollektiv aufgenommen. Die Diagnose 
Hepatitis C wurde mit einen positiven anti-HCV-Assay (Abott) und durch den 
quantitativen Nachweis der HCV-RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase PCR 
gesichert. Die HCV-Genotypen wurden mittels INNO-LiPA HCV II Assay (Bayer 
Diagnostics) bestimmt. 
Eine simultane Hepatitis B Infektion oder eine HIV-Infektion galten in dieser Studie 
als Ausschlusskriterium. 
Weiterhin wurden 152 serologisch HCV-negative Patienten als Kontrollgruppe mit 
eingeschlossen, die auch zusätzlich ein negatives HBV- und HIV-Testergebnis 
aufwiesen. Die Patientenproben aus dem Kontrollkollektiv wurden zwischen 2000 und 
2002 auf den gastroenterologischen Stationen des Uniklinikums Aachen gesammelt. 
 
 
2.2 DNA-Isolierung 
 
Die Isolierung der DNA erfolgte aus Vollblut, das mit dem Antikoagulanz EDTA 
(Ethyldiamintetraacetat) versetzt war.  Die Isolierung genomischer DNA wurde mit 
Hilfe  des DNA Blood Mini Kit (Quiagen) durchgeführt.  
Hierzu wurden 200 µl Vollblut mit 200 µl AL-Buffer 20 µl Protease zur Lyse der 
Blutzellen und zum weiteren Abbau denaturierender Proteine in ein 1,5 ml großes 
Tube pipettiert und gründlich gemischt. Im Anschluss daran folgte eine zehnminütige 
Inkubation bei 56°C. Nach Zugabe von 200 µl Ethanol (96-100%) wurde die 
Mischung nochmals gründlich gemischt und danach in eine QIAmp Spin Column  mit 
integriertem Sammelbehälter pipettiert und  bei 8000 rpm 1 min lang zentrifugiert. 
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Die QIAmp Spin Column enthält eine Silicagel-Membran, die die durch die 
Ethanolzugabe dehydratisierte genomische DNA pH-abhängig binden kann. Es folgten 
danach zwei Waschschritte mit  500 µl AW1-Buffer und 500 µl AW2-Buffer, denen 
sich jeweils eine Zentrifugation bei 8000 rpm 1 min bzw. bei 13000 rpm 3 min 
anschlossen. Durch die Waschschritte wurde die DNA von restlichen Protein- und 
Salzanteilen befreit. Abschließend wurden 200 µl Elutions-Buffer auf die Spin Column 
gegeben und danach bei 8000 rpm 1 min zentrifugiert, um die genomische DNA aus 
der Silicagel-Membran zu lösen und in ein sauberes Reaktionsgefäss zu eluieren. Die 
DNA-Ausbeute betrug 4-12 µg, welche einer Konzentration von ca. 30 ng/ µl 
entsprach. Die Aufbewahrung der DNA erfolgte bei –20°C.  
 
 
2.3 Quantifizierung des DNA-Gehalts 
 
Die Quantifizierung des DNA-Gehalts erfolgte mit einem Fluorometer (Biorad)  unter 
Verwendung des Farbstoffes PicoGreen, einem Fluorochrom, das an doppelsträngige 
DNA bindet und seine Extinktions- und Emissionseigenschaften abhängig vom DNA-
Gehalt ändert. Es wurde eine Working Solution bestehend aus 1000 µl TE-Puffer und 
2 µl DNA des Bakteriophagen λ (2ng/l, Molecular Probes) bzw. 2 µl der zu 
messenden DNA hergestellt. Mit Hilfe eines Leerwerts und einer Standardprobe 
wurde das Fluorometer geeicht. Der DNA-Gehalt der zu untersuchenden Proben 
wurde durch den Fluoreszenzunterschied zwischen Probe und Standardprobe mittels 
UV-Licht  mit einer Wellenlänge von 360 nm ermittelt. 
 
 
2.4 Genotypisierung 
 
2.4.1  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine von Mullis et al. (Mullis et al.,1986) 
entwickelte enzymatische in vitro-Amplifizierung bestimmter DNA-Abschnitte. Das 
Verfahren beruht auf einer Verlängerung von Oligonukleotiden (Primern), die 
homolog zu der zu amplifizierenden Sequenz sind, wobei die hitzestabile DNA-
Polymerase als Katalysator dient. Die Zahl der neu kopierten DNA-Moleküle  nimmt 
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exponenziell zu, da die zuvor synthetisierten DNA-Stränge selbst wieder als Matrizen 
herangezogen werden. Der PCR-Zyklus besteht aus drei  Schritten: 
1. Denaturierung der doppelsträngigen DNA bei 94°C. Die beiden komplementären 
Stränge der DNA werden getrennt. 
2. Anlagerung (Annealing) der Primer an die Einzelstränge  bei 50-60°C. Die Wahl 
der Annealing-Temperatur erfolgt primerspezifisch. Bei zu geringer Temperatur 
können unspezifische Nebenprodukte entstehen. Bei zu hoher Temperaturwahl ist 
die Primerbindung zwar spezifischer, dennoch besteht aber auch die Gefahr, dass 
überhaupt keine Bindung zwischen Primer und DNA-Matritze stattfindet und kein 
PCR-Produkt entsteht. 
3. Synthese des DNA-Doppelstrangs bei 72°C (Extension). Durch Einsatz der 
hitzestabilen Taq-Polymerase und einzelner dNTPs werden die beiden 
Einzelstränge zum jeweiligen Doppelstrang komplementiert (Abb. 2.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.1: Schematische Darstellung der PCR modifiziert nach J. Vanflereren, Ghent 1999 
 
 
 
Diese drei Teilschritte werden je nach Effizienz der PCR 25-40 mal wiederholt. Dabei 
kommt es zur exponentiellen Zunahme der amplifizierten DNA. Den Zyklen wird eine 
Denaturierungsphase vorangestellt um sicherzustellen, dass die eingesetzte DNA in 
Synthese des 
DNA-
Doppelstranges
Denaturierung 
Anlagerung der 
Primer
dNTPs
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Einzelstränge aufgespalten ist. Am Ende der PCR wird eine Extensionsphase zur 
Vervollständigung der neu synthetisierten PCR-Fragmente angeschlossen. 
Das folgende Pipettierschema war Grundlage der PCR-Reaktionen zur 
Genotypisierung folgender Polymorphismen dieser Arbeit: 
RANTES (-403 G/A) 
RANTES (Int1.1 T/C) 
RANTES (3'222 T/C) 
CCR5 ∆32 
 
• 1,0 µl Forward Primer (10 pmol/ µl) 
• 1,0 µl Reverse Primer (10 pmol/ µl) 
• 0,2 µl Taq-Polymerase (5 U/ µl) 
• 0,8 µl dNTP-Mix (10mM gesamt: je 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
• 11,2 µl H20 
• 2,0 µl 10x PCR-Puffer ohne Magnesiumchlorid 
• 0,8 µl MgCl2 (50 mM) 
• 3,0 µl DNA (20-100ng) 
 
 20 µl Gesamtvolumen 
 
Die  benötigten Primersequenzen zur Identifizierung der Polymorphismen im 
RANTES-Gen und der Nachweis der CCR5 ∆32-Deletion wurden dem Manuskript von 
An et al. (An et al., 2002) bzw. der Arbeit von Woitas et al. (Woitas et al, 2002) 
entnommen. Die Primersequenzen und die Amplicongrößen der PCR-Produkte der 
drei Polymorphismen im RANTES-Gen und im CCR5-Gen sind nachfolgend 
aufgeführt: 
 
RANTES (-403 G/A) 
Forward Primer: 5´ -GCCTCAATTTACAGTGTG - 3´ 
Reverse Primer: 5´ -TGCTTATTCATTACAGATGTT - 3´ 
Amplicongröße: 135 bp 
Die unterstrichene Base G am Ende des Reverse-Primers wurde mutiert, um eine 
Schnittstelle für die Restriktonsendonuklease  MaeIII einzuführen. 
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RANTES (Int1.1 T/C) 
Forward Primer: 5´ -CCTGGTCTTGACCACCACA - 3´ 
Reverse Primer: 5´ -GCTGACAGGCATGAGTCAGA  - 3´ 
Amplicongröße: 343 bp 
 
RANTES (3'222 T/C) 
Forward Primer: 5´ -CTGTCCCGGTACTGACAACTC - 3´ 
Reverse Primer: 5´ -CCCGAGTAGGTGGGACTACA - 3´ 
Amplicongröße: 474 bp 
 
CCR5 ∆32 
Forward Primer: 5´ -CAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC - 3´ 
Reverse Primer: 5´ -CCTGTGCCTCTTCTTCTCATTTCG - 3´ 
Amplicongröße: 189 bp (Wildtyp) ; 157 bp (∆32-Deletion) 
 
Da die Primer verschiedene Schmelztemperaturen besitzen, erfolgte die Wahl der 
Annealing-Temperaturen primerspezifisch. Dazu wurden unterschiedliche PCR-
Programme zur Amplifikation gewählt. 
Nach Einbringen der PCR-Ansätze in den Thermocycler lief die PCR unter folgenden 
Bedingungen: 
 
RANTES (-403 G/A)      RANTES (Int1.1 T/C) 
1. 95°  2 min   Erste Denaturierung   95° 5 min 
 
2. 95° 40 sec   Zyklische  Denaturierung  94° 1 min 
3. 50° 40 sec   Zyklische Annealing   55° 1 min 
4. 72° 40 sec   Zyklische Extension   72° 2 min 
 34 Zyklen        34 Zyklen 
5. 72° 5 min   Letzte Extension   72° 7 min 
6.  4° Pause   Lagerung     4° Pause 
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RANTES (3’222)        CCR5 ∆32 
1. 95° 5 min   Erste Denaturierung   95° 5 min 
 
2. 95° 30 sec   Zyklische  Denaturierung  94° 1 min 
3. 50° 30 sec   Zyklische Annealing   55° 1 min 
4. 72° 30 sec   Zyklische Extension   72° 2 min 
 34 Zyklen        34 Zyklen 
5. 72° 7 min   Letzte Extension   72° 7 min 
6.  4° Pause   Lagerung     4° Pause 
     
 
Im Anschluß an die PCR wurden in jeden PCR-Ansatz 3 µl Cresolrot-Lösung 
pipettiert. Durch diesen Zusatz wurde das PCR-Produkt farblich markiert und durch 
den Saccharoseanteil beschwert, um das Beladen der Geltaschen in der nachfolgenden 
DNA-Gelelektrophorese  zu erleichtern. 
 
 
2.4.2 DNA-Gelelektrophorese   
 
Durch die negative Ladung ihrer Phosphatreste können DNA-Fragmente in 
Agarosegelen nach ihrer Größe aufgetrennt werden. Die Zugabe von Ethidiumbromid 
ermöglicht die Darstellung der einzelnen Banden auf dem Gel. 
Ethidiumbromidmoleküle interkalieren zwischen die einzelnen Basen und können 
durch kurzwelliges UV-Licht (260 nm) zur Emission von orange-rotem 
Fluoreszenzlicht (590 nm) angeregt werden. 
Es wurden 1-3%  NuSieve-Agarosegele 3:1  hergestellt. Dafür wurden 1x TBE und 
NuSieve-Agarose (Menge richtet sich nach Stärke des Gels; s. Kapitel 2.8.2) 
aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig gelöst hatte. Anschließend wurden 3 µl 
Ethidiumbromid auf 100 ml Gellösung dem flüssigen Agarosegel zugesetzt. Nach 
leichtem Abkühlen wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer gegossen und nach 
Erstarren mit dem Laufpuffer 1x TBE bedeckt. Das PCR-Produkt wurde mit 3 µl 
Cresolrot zum Beschweren und zur farblichen Markierung versetzt. Nach Einbringen 
des PCR-Produkts und eines DNA-Größenstandards zur Abschätzung der 
Basenpaarlänge der zu untersuchenden DNA-Fragmente wurde eine Spannung von 
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80-150 Volt je nach Größe des Gels angelegt. Nach elektrophoretischer Auftrennung 
wurde das Gel unter UV-Licht mittels Charged Coupled Device (CCD)-Kamera-
System (Fluor S Multimanager, Biorad) elektronisch eingescannt und archiviert. 
 
 
2.4.3 DNA-Fragmentextraktion aus Agarosegelen 
 
Für weitere Analysen der genauen Struktur des DNA-Fragments, z.B. für eine  
nachfolgende Sequenzierung, wurde die gewünschte DNA-Bande mit Hilfe eines 
Skalpells aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem QIAquick Extraction Kit 
(Quiagen) weiterverarbeitet. 
Die ausgeschnittene Bande wurde in ein 1,5 ml großes Tube überführt und mit dem 
dreifachen Volumen des QG-Buffers 10 min bei 50°C inkubiert. Nachdem sich das 
Agarosegelstück vollständig gelöst hat, wurde ein Volumen Isopropanol in das 
Reaktionsgefäß gegeben und der ganze Inhalt gevortext und vollständig auf die 
QIAquick column  aufgetragen. Es folgte ein einmütige Zentrifugation bei 13000 rpm, 
wobei das DNA-Fragment pH-abhängig in der Silicagelmembran absorbiert wurde, 
während die im QG-Buffer gelösten Gelreste und überschüssigen PCR-Adjuvanzien in 
das integrierte Sammelröhrchen überführt wurden. Im Anschluss daran wurde die 
Silicagelmembran jeweils einmal mit 500 µl QG-Buffer und danach mit 750 µl PE-
Buffer gewaschen und nach jedem Waschschritt 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. 
Die Elution des DNA-Fragments erfolgte mit 30 µl EB-Buffer, der auf Grund seiner 
Salzkonzentration und seines alkalischen pH-Werts die an der Silicagelmembran 
absorbierte DNA lösen kann. Nach einer weiteren Zentrifugation für 1 min bei 13000 
rpm wurde das gewonnene DNA-Fragment bei –20°C gelagert. 
 
 
2.4.4  Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus (RFLP) 
 
Die Polymorphismen RANTES (-403) und RANTES (Int1.1) wurden mittels RFLP 
nachgewiesen. Im Anschluß an die PCR wurden mit Hilfe von speziellen 
Restriktionsendonukleasen die amplifizierten DNA-Fragmente geschnitten und 
anschließend in der DNA-Gelelektrophorese sichtbar gemacht. Dabei wurden 
Restriktionsenzyme so gewählt, dass durch den Polymorphismus eine Schnittstelle für 
18 Material und Methoden  
das Enzym neu entsteht oder verloren geht. Durch unterschiedliche Bandenmuster 
lassen sich homo- und heterozygote Allelträger voneinander unterscheiden (Abb. 2.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.2: Schematische Darstellung der RFLP-Analyse (Pfeiffer et al., 2002) 
 
 
 
Der SNP RANTES (-403) wurde durch die Restriktionsendonuklease MaeIII (Roche) 
genotypisiert (Hajeer et al., 1999). Nach Beendigung der PCR wurde 0,5 µl MaeIII 
und 2,0 µl Inkubationspuffer in den PCR-Ansatz pipettiert. Das Enzym MaeIII erkennt  
die Sequenz: 
GTNAC 
    CANTG 
 
In Anwesenheit des Wildtyps RANTES (-403 G/G) erkennt und schneidet das Enzym 
die Sequenz CAATG, bei Vorkommen des Polymorphismus RANTES (-403G/A o. 
A/A) entsteht an dieser Stelle die Sequenz CAATA, die Restriktionsendonuklease 
MaeIII schneidet in diesem Fall nicht. 
Nach dreistündiger Inkubation im Thermomixer bei 55°C wurde das verdaute PCR-
Produkt mit 3 µl Cresolrot auf ein 2% Gel aufgetragen.  
Weiterhin wurde die Restriktionsendonuklease MboII zur Bestimmung des 
Polymorphismus RANTES (Int1.1 T/C) benutzt (An et al., 2002). Das verwendete 
Enzym erkennt die Sequenz: 
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    GAAGA(N8) 
    CTTCT(N7) 
 
Bei Vorliegen des Wildtyps RANTES (Int1.1 T/T) befindet sich in diesem Bereich die 
Nukleotidabfolge TTTCT, die durch das Restriktionsenzym MboII nicht geschnitten 
wird. In Anwesenheit des C-Alleles von RANTES (Int1.1 T/C o. C/C) entsteht an 
dieser Stelle die Sequenz CTTCT, die durch MboII erkannt und geschnitten wird. 
Für den Verdau wurde 0,5 µl MboII und 2,0 µl NE-Puffer zum PCR-Produkt pipettiert 
und der Ansatz bei 37°C drei Stunden im Thermomixer inkubiert. Im Anschluß daran 
wurde 3 µl Cresolrot zum PCR-Verdau pipettiert und auf ein 2% Agarosegel 
aufgetragen.  
 
 
2.4.5  DNA-Sequenzierung 
 
Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger 
(Sanger et al., 1977). Dabei werden Primer mit Hilfe der DNA-Polymerase, den 
Deoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP) und Dideoxyribonukleosidtriphosphaten 
(ddNTP) in einer Sequenzreaktion verlängert. Diese speziellen ddNTPs, die außer in 
der 2’-Position auch in der 3’-Position keine OH-Gruppe tragen, können zwar noch 
eingebaut werden, die Kette kann danach aber nicht verlängert werden. Dadurch 
kommt es zum zufälligen Kettenabbbruch, da keine OH-Gruppen mehr zur 
Ausbildung der nächsten Phosphodiesterbrücke zur Verfügung stehen. Es entstehen 
verschieden große DNA-Fragmente, deren Länge jeweils Informationen über das 
Auftreten einer Base an der entsprechenden Position im Template geben. Bei 
Anwendung des Big Dye Terminators (Applera) werden fluoreszierende ddNTPs 
eingesetzt, so dass der Laserdetekor des Sequenzierers die Abbruchstelle anhand der 
Fluoreszenz automatisch erkennt (ABI PRISM 310 Genetic Analyser 7000). 
Um den RANTES 3'222-Polymorphismus nachzuweisen, wurde ein 474 bp Amplicon 
mittels PCR synthetisiert und auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Nach 
elektrophoretischer Auftrennung der Banden wurden diese unter UV-Licht 
ausgeschnitten und das PCR-Amplikon mit dem QIAquick Extraction Kit (Quiagen) 
extrahiert. Anschließend wurden für die Sequenzierungs-PCR 10-20 ng DNA, 4 µl Big 
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Dye Terminators und 1 µl des jeweiligen Primers mit H2O LiChrosolv auf 20 µl 
aufgefüllt. 
Die Bedingungen für die Sequenzierungs-PCR wurden wie folgt gewählt: 
 
1. 96°C 20 sec 
2. 50°C 20 sec 
3. 60°C  4 min    
25 Zyklen  
    
Im Anschluß an die Sequenzierungs-PCR erfolgte eine Fällung mit Natriumacetat und 
Ethanol, um den PCR-Ansatz aufzureinigen, da z.B. überschüssige Primer und 
Nukleotide die Sequenzierung stören würden. 
Es wurden 80 µl H2O LiChrosolv, 10 µl Natriumacatat und 250 µl Ethanol (100%) 
zum PCR-Ansatz pipettiert, das Reaktionsgefäß gemischt und danach 25 min bei 
13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und das DNA-
Pellet mit 300 µl Ethanol (70%) gewaschen. Anschließend erfolgte eine erneute 8 min 
lange Zentrifugation bei 13000 rpm. Das Ethanol wurde nach diesem Schritt 
abpipettiert und das DNA-Pellet am Boden des Eppis  bei Raumtemperatur getrocknet. 
Für die Sequenzierung wurde das DNA-Pellet in 15 µl HIDI-Formamid 
aufgenommen. Die kapillareletrophoretische Auftrennung  erfolgte im ABI PRISM 310 
Genetic Analyser 7000. Die Auswertung der Fluoreszenzsignale erfolgte mit der 
Sequencing-Analysis-Software (Applera). 
 
 
2.4.6 5-Endonuklease-Assay 
 
Der Nachweiß der Polymorphismen CX3CR1 V249I und CX3CR1 T280M wurde 
mittels 5’Nuklease-Assay im ABI PRISM 7000 Sequence Detection System 
durchgeführt. Dieser PCR-Assay beinhaltet zusätzlich zu den normalen Primern 
spezifische, mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Sonden für jedes Allel. Diese 
speziellen Sonden  sind 13-20 bp lang und sind perfekt komplementär zur Wildtyp-
Sequenz bzw. zur SNP-tragenden Sequenz. Am 5’Ende tragen die Sonden jeweils die 
Reporterfarbstoffe VIC und FAM, am 3’Ende ist ein Quencher plaziert, der das 
Fluoreszieren der Reporterfarbstoffe unterdrückt. 
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Hybridisiert eine der Sonden an die komplementäre DNA während der PCR-Reaktion, 
wird sie durch die 5’Exonukleaseaktivität zerschnitten. Der Quencher wird so von der 
Sonde getrennt, und die Reporterfarbstoffe VIC bzw. FAM können fluoreszieren. Im 
Falle eines Nichtbinden der Sonde (´´mismatch´´), z.B. wegen eines 
Basentauschs,bleibt die Sonde intakt, und der Quencher unterdrückt weiterhin die 
Fluoreszenz der Reporterfarbstoffe. 
Nach Beendigung der PCR wurde die Fluoreszenz von VIC und FAM bestimmt und 
mittels ABI PRISM 7000 SDS Software in einer zweidimensionalen Graphik 
dargestellt. Falls beide Allele homozygot für den Wildtyp waren, war nur Fluoreszenz 
von VIC entlang der x-Achse zu sehen; wenn beide Allele homozygot für die Mutation 
waren, entsteht Fluorezenz von FAM entlang der y-Achse. Bei heterozygoten 
Patienten, die das Wildtypallel sowie das mutierte Allel trugen, war die Fluoreszenz 
im Sektor zwischen x-und y-Achse zu sehen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.3: Schematische Darstellung des 5’ Nuklease-Assays (Pfeiffer et al., 2002) 
 
 
Die  Sonden und die Primer zum Nachweiß der Polymorphismen CX3CR1 V249I und 
CX3CR1 T280M wurden mit Hilfe des Programms Primer Express (Applera) 
entworfen und sind in den nachfolgenden Tabellen aufgeführt: 
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CX3CR1 V249I 
Forward Primer : 5´ -CTTCTGGTGGTCATCGTGTTTTT - 3´ 
Reverse Primer : 5´ -TCCTCATGTCACAACTGGGAAA  - 3´ 
Sonde VIC  : 5´ -ACCCTACAACgTTATGAT  - 3´ 
Sonde FAM  :  5´ -CCCTACAACaTTATGATT  - 3´ 
Amlicongröße : 106 bp   
 
CX3CR1 T280M 
Forward Primer : 5´ -TCTGAAGCTGGCCCTCAGT - 3´ 
Reverse Primer : 5´ -GAACTTCTCCCCAGCAAATGG  - 3´ 
Sonde VIC: 5´ -TGCAACCgTCTCAGT  - 3´ 
Sonde FAM  :  5´ -AATGCAACCaTCTCA  - 3´ 
Amplicongröße : 91 bp 
 
Die PCR-Reaktionen des 5’ Nuklease-Assays wurden nach folgendem Schema 
pipettiert: 
 
• 12,5 µl Platinum qPCR SuperMix UDG 
• 0,5  µl ROX 
• 2,25 µl Reverse Primer (10 pmol/µl) 
• 2,25 µl Forward Primer (10 pmol/µl) 
• 0,5   µl VIC-Probe 
• 0,5   µl FAM-Probe  
• 6,5   µl DNA (1-20ng)  
      25    µl Gesamtvolumen 
 
Nach Einbringen des PCR-Ansatzes in die einzelnen Vertiefungen der MicroAmp 
Optical 96-well Reaction Plate lief die PCR unter folgenden Standardbedingungen: 
 
1. 95°C 10 min  Erste Denaturierung 
 
2. 95°C 15 sec  Zyklische Denaturierung 
3. 60°C 1 min  Zyklische Annealing /Extension   
      40  Zyklen   
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Im Anschluß an die PCR wurden die Fluoreszenzen der beiden Reporterfarbstoffe im 
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System  gemessen und ausgewertet. 
 
 
2.5 Klinisch-chemische Parameter 
 
Die klinisch-chemischen Parameter wurden bei den Patienten vor einer möglichen 
Interferontherapie bestimmt. Alle Parameter wurden im Institut für Klinische Chemie 
und Pathobiochemie bzw. im Institut für Mikrobiologie und Virologie des 
Uniklinikums Aachen  erhoben. 
Es wurden folgende klinisch-chemische Parameter bestimmt: 
• AST (GOT) 
• ALT (GPT)  
• γ-GT  
• Leukozyten 
• CRP 
• IgM 
• IgG 
• HCV-RNA quantitativ 
• HCV-Genotyp 
 
 
2.6 Histologische Befundung 
 
Alle Leberbiopsien wurden vor einer eventuellen Therapie der Hepatitis mit Interferon 
gewonnen. Anschließend wurden die fixierten und mit Hämatoxylin und Eosin 
gefärbten Leberschnitte durch einen Pathologen beurteilt. Die histologische Einteilung 
der entzündlichen Aktivität sowie der Fibrose erfolgte nach dem Score von Batts und 
Ludwig (Batts et al.,1995). Die Einteilung variiert zwischen A0 (keine Aktivität) und 
A4 (starke Aktivität) (Tab. 2.1) bzw. F0 (keine Fibrose) und F4 (Zirrhose) (Tab.2.2).  
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Einteilung der entzündlicher Aktivität   Kriterien 
 
 Semiquantitativ  Deskriptiv  Lymphozytische „Mottenfraß“ Lobuläre Entzündung  
Nekrosen   und Nekrose 
 
  0 nur portale Entzünd- keine    keine 
 ung; keine Aktivität 
 
  1 minimal  minimal; fleckenförmig  minimal; gelegentlich  
        punktförmige Nekrosen 
  
  2 leicht   leicht; beinhaltet einige  leicht; geringer  
    oder alle Portalfelder  hepatozellulärer Schaden 
 
  3 mäßig  mäßig; beinhaltet alle  mäßig; auffälliger hepato- 
    Portalfelder   zellulärer Umbau 
 
  4 stark     stark; mit möglicher   ausgeprägt; auffällig diffuser  
    Brückenbildungs-Nekrose  hepatozellulärer Schaden 
 
 
Tab.2.1: Histologische Einteilung der entzündlichen Aktivität nach Batts und Ludwig 
(Batts et al, 1995) 
 
 
 
Einteilung des Fibrosestadiums Kriterien 
 
 Semiquantitativ   Deskriptiv  
 
    0 keine Fibrose  normales Gewebe   
 
    1 portale Fibrose fibröse portale Ausweitung  
     
    2 periportale Fibrose portale oder wenige portal-portale Septen 
 
    3 septale Fibrose fibröse Septen mit Zerstörung der Gewebearchitektur;  
      keine Zirrhose              
           4 Zirrhose  Zirrhose   
 
Tab.2.2: Histologische Einteilung des Fibrosegrads nach Batts und Ludwig (Batts et al., 1995) 
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2.7 Statistische Methoden 
 
2.7.1 Genotypanalyse  
 
In dieser Studie wurden Einzelbasenaustausche der DNA mit jeweils zwei Allelen, 
sogenannte SNPs, untersucht. Bei der Auswertung der SNPs wurden zunächst die 
Allel- und die Genotypfrequenzen untersucht. In einer Population gibt es n diploide 
Individuen, die sich in einem Locus mit zwei Allelen (A1 und A2) unterscheiden. 
Dabei sind die homozygoten Individuen n11 mit der Allelausprägung A1A1, n12 die 
heterozygoten Personen mit den Allelen A1 und A2. Personen mit dem homozygoten 
Genotyp A2 A2 entsprechen dabei n22, wobei gemäß des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts n11+n12+n22=1 ist. In genetischen Assoziationsstudien kann die 
Verteilung der homozygoten und der heterozygoten Genotypen als auch die 
Allelfrequenz zwischen Fall- und Kontrollpopulation untersucht werden. 
Die Berechnung und Übereinstimmung der Allelfrequenzen mit dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht erfolgte mit Hilfe eines exakten Tests nach Elston und 
Forthofer (Elston et al.,1977) unter der im Internet erhältlichen Software von Wienker 
und Strom (http://ihg.gsf.de). Die Ergebnisse wurden im triangulären de Finetti-
Diagramm (De Finetti, 1926) dargestellt. Die Frequenzen der drei Genotypen (g11, g12, 
g22) können an den triangulären Achsen des Dreiecks abgelesen werden. Alle 
möglichen Gleichgewichtszustände liegen dabei auf einer Parabel (g122 =4g11g22). 
Populationen oberhalb oder unterhalb dieser Parabel weichen vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ab (Abb. 2.4). Eine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
in einer genetischen Studie ist ein Hinweis für eine Assoziation mit dem untersuchten 
Phänotyp, kann aber auch durch Genotypisierungsfehler oder durch eine 
Inzuchtpopulation bedingt sein. 
 
Bei der Auswertung für das Gen CX3CR1 wurden die zwei SNPs V249I und T280M 
untersucht, die sich in einem Kopplungsungleichgewicht befinden (McDermott et al., 
2003). Infolgedessen wurde in der weiteren Analyse aus diesen beiden Polymorpismen 
ein kombinierter Genotyp gebildet, der jede mögliche Kombination von Genotypen 
der SNPs beschreibt. Insgesamt sind bei zwei ananlysierten SNPs sechs 
Genotypkombinationen möglich. Eine weitere Chromosomenzuordnung der 
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Genotypen erfolgt nicht, wodurch ein geringer Informationsgehalt im Vergleich zur 
Haplotypanalyse besteht. 
 
 
 
 
Abb.2.4: Darstellung des De Finetti-Diagramm (De Finetti, 1926) 
am Beispiel des CCR5 ∆ 32- Polymorphismus (schwarze Linie= Kontrollpoulation, blaue 
Linie= Fallpopulation) 
 
 
 
2.7.2 Haplotypanalyse 
 
In Assoziationsstudien wurden in der Vergangenheit häufig einzelne 
Genpolymorphismen untersucht. Dabei hat sich herausgestellt, dass vor allem die 
Haplotypanalyse von großer Bedeutung ist, da die einzelnen SNP sich häufig in einem 
Kopplungsungleichgewicht befinden (Wasmuth et al, 2004). Durch Haplotypananlyse 
kann der Informationsgehalt der genetischen Analyse deutlich gesteigert werden 
(Stephens et al., 2001). Eine Assoziation mit dem Phänotyp kann eventuell erst nach 
Analyse der Haplotypstruktur nachgewiesen werden (Drysdale et al, 2000). Ein 
Haplotyp ist als charakteristische Kombination von Allelen, die auf einem 
chromosomalem Segment gemeinsam verebt werden, definiert. Da ein menschlicher 
Chromosomensatz diploid ist, lässt sich im Falle einer Heterozygotie nicht 
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unterscheiden, welches der Chromosomen die jeweilige Genvariante besitzt. Die 
Haplotypinformation kann experimentell durch allelspezifische-PCR, durch 
Genotypisierung der Eltern oder, wie in dieser Arbeit durch statistische 
Rekonstruktion bestimmt werden. Bei n bi-allelischen SNPs gibt es theoretisch 2n 
Haplotypen. In Wirklichkeit aber existiert durch die genetische Kopplung beim 
Menschen  nur eine geringe Zahl von Haplotypen (Wasmuth et al., 2004). 
Mit Hilfe des von Stephens et al. (Stephens et al., 2003) entwickelten PHASE 
Algorithmus ist es statistisch sehr genau möglich, die Haplotyp-Phase zu bestimmen, 
vorrausgesetzt, die Patientenzahl ist groß genug und die chromosomale 
Rekombination gering. Während bei homozygoten Genotypdateien die Zuordnung 
zum jeweiligen Chromosom eindeutig ist, werden im Fall der Heterozygotie die 
Haplotypen statistisch eher bekannten als bisher unbekannten Haplotypen zugeordnet 
und dann, falls erforderlich, neue Haplotypen definiert (Abb.2.5). 
 
 
Abb.2.5: Schematische Darstellung einer Haplotyprekonstruktion                    
(Wasmuth HE et al., 2004). Auf der rechten Seite sind die Genotypen fünf verschiedener 
Patienten dargestellt. Die blauen und roten Kästchen repräsentieren zwei unterschiedliche 
Allele der Polymorphismen, die gelben Kästchen zeigen den heterozygoten Genotyp. Auf der 
rechten Seite sind die rekonstruierten Haplotypen dargestellt.  
 
 
 
 
28 Material und Methoden  
Weiterhin wurde ein Permutationstest durchgeführt, um Unterschiede zwischen den 
einzelnen rekonstruierten Haplotypen zu ermitteln. Dabei überprüft der 
Permutationstest, ob sich die Haplotypfrequenzen zufällig eingestellt haben oder ob 
die Fälle einander ähnlicher sind als die Kontrollen. Die Haplotypen der  Therapie-
Responder (Fälle) und die Haplotypen der Therapie-Non-Responder (Kontrollen) 
wurden 100000 mal permutiert, um die Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven 
Ergebnisses möglichst gering zu halten. Nachfolgend wurde bei einem signifikanten 
Unterschied (P < 0,05) ein zweiseitiger exakter Fisher’s Test durchgeführt, um 
Unterschiede zwischen den einzelnen Haplotypuntergruppen nachzuweisen. 
 
 
2.7.3 Sonstige statistische Verfahren 
 
Kontinuierliche Variablen sind als Median und Streubereich angegeben. Das Alter der 
Patienten und des Kontrollkollektivs wurden mit dem Mann-Whitney U-Test 
verglichen. Variablen in Kontingenztafeln wurde mit einem zweiseitigen exaktem 
Fisher-Test verglichen und Odds ratios mit 95%-Konfidenzintervallen wurden 
berechnet. Zweiseitige P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant bezeichnet. 
Zusätzlich wurde einen multivariate Analyse mit dem Therapieerfolg als abhängiger 
Variable berechnet. Die statistischen Auswertungen wurden mit der SPSS 11.0-
Software (SPSS GmbH, München) und mit GraphPad Instat-Software (GraphPad 
Instat, USA) ermittelt. 
 
 
2.8 Geräte und Reagenzien 
  
2.8.1 Geräte und gebrauchsfertige Lösungen 
 
Pipetten 2,5 µl, 10 µl, 100 µl und 1000 µL   Eppendorf 
Pipettenspitzen      Eppendorf 
Reaktionsgefäße 0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml  Eppendorf 
H2O LiChrosolv       Merck 
Zentrifuge       Eppendorf 
Vortexer       Heidolph 
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Thermomixer compact     Eppendorf 
 
DNA-Isolierung 
QIAamp DNA Blood Mini Kit    Qiagen 
Ethanol absolut      Merck 
 
DNA-Quantifizierung 
Pico Green dsDNA qantification reagent  Molecular Probes 
TE-Puffer 10 nM (Tris-HCL, mM ETDA, pH 7,5) Molecular Probes 
Lambda –DNA      Molecular Probes 
Fluorometer      Biorad 
 
PCR 
Primer       MWG Biotech 
PCR-Nukleotid-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 2,5 mM je dNTP; pH 8,3    Peglab 
10x PCR-Puffer ohne Magnesiumchlorid  Invitrogen 
Magnesiumchlorid (50 mM)    Invitrogen 
TaqDNA-Polymerase (5 U/µl)    Invitrogen 
PCR-Thermocycler     Biometra 
 
Restriktionsverdau 
Restriktionsendonuklease MaeIII     
mit Inkubatiospuffer      Roche 
Restriktionsendonuklease MboII     
mit NE-Puffer     New England Biolabs 
 
DNA –Sequenzierung 
ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing  
 Ready Reaction Kit     Applera 
Primer       MWG Biotech 
Ethanol absolut      Merck 
Natriumacetat 3 M, pH 4,6    Merck 
PCR-Thermocycler     Biometra 
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HIDI-Formamide      Applera 
ABI PRISM 310 Genetic Analyser 7000  Applera 
 
5’ Nuklease-Assay 
Platinum qPCR SuperMix UDG    Invitrogen 
ROX Reference Dye     Invitrogen 
Primer       MWG Biotech 
MGB-Sonden      Applera 
MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate  Applera 
MicroAmp Optical Adhesive Covers   Applera 
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System  Applera 
 
DNA-Gelelektrophorese 
NuSieve-Agarose 3:1       Biozym 
Ethidiumbromid Solution (10 mg/ml)   Gibco BRL 
DNA-Längenstandard 
• Marker II (0,25 µg/ µl)    Roche 
• Marker VIII (0,25 µg/ µl)    Roche 
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (TRIS)  Roth 
Borsäure       Biorad 
EDTA        Sigma 
Elektrophoresekammer     Owl Scientific 
Elektrophoresis Energy Supply    Biorad 
Fluor S Multimanager     Biorad 
 
DNA-Extraktion 
QIAquick Gel Extraktion Kit    Qiagen 
Isopropanol       Merck 
 
 
2.8.2 Hergestellte Lösungen 
 
DNA-Gelelektrophorese 
Ladepuffer Cresol Rot Lösung: 
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Zur Herstellung des Ladepuffers wurden 4 g Saccharose in 10 ml Aqua dest. gelöst 
und Cresolrot in einer Konzentration von 0,1% hinzugefügt. 
 
TBE-Puffer: 
Der TBE-Puffer wurde in einer 5fachen Konzentration angesetzt. Es wurden 108 g 
TRIS, 55 g Borsäure und 40 ml EDTA-Lösung (0,5 M, pH 8) abgemessen und in 
2000 ml Aqua dest. gelöst. 
Für den einfach konzentrierten Laufpuffer wurden 200 ml des fünffach 
konzentrierten TBE-Puffers mit 800 ml destilliertem Wasser verdünnt. 
 
1%ige Agarose 
Zur Herstellung eines 1%-Agarosels wurden 1 g NuSieve-Agarose 3:1 in 100 ml 
TBE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Im Anschluß wurde die Gellösung mit 3 µl 
Ethidiumbromid versetzt und zum Erstarren in den Gelschlitten gegossen.  
 
2%ige Agarose 
Zur Herstellung eines 2%-Agarosels wurden 2 g NuSieve-Agarose 3:1 in 100 ml 
TBE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Im Anschluß wurde die Gellösung mit 3 µl 
Ethidiumbromid versetzt und zum Erstarren in den Gelschlitten gegossen. 
 
3%ige Agarose 
Zur Herstellung eines 3%-Agarosels wurden 3 g NuSieve-Agarose 3:1 in 100 ml 
TBE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Im Anschluß wurde die Gellösung mit 3 µl 
Ethidiumbromid versetzt und zum Erstarren in den Gelschlitten gegossen. 
 
DNA-Sequenzierung 
Ethanol (70%) 
Zur Herstellung von 70% Ethanol wurde 7 ml Ethanol absolut mit destilliertem 
Wasser aufgefüllt. 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Patientencharakteristika 
 
Insgesamt wurden 333 HCV-positive Patienten (221 Patienten aus der Charité Berlin 
und 112 Patienten der RWTH Aachen) und 152 seronegative Kontrollpersonen, die 
nach Alter, Geschlecht und ethnischer Herkunft gemacht wurden, in die Studie 
eingeschlossen. 
Das Aachener Patientenkollektiv bestand aus 76 Männern und 36 Frauen, deren 
mittleres Alter 44,0±1,0 Jahre betrug, im Berliner HCV-Patientenkollektiv  waren 122 
Männer und 99 Frauen mit eingeschlossen, die im Durchschnitt 45,7±0,7 Jahre  alt 
waren. Die möglichen Infektionsquellen mit dem HCV-Virus wurden bei den 
Patienten anamnestisch bestimmt. Als Hauptrisikofaktoren wurden dabei 
Bluttranfusionen und i.v.-Drogenabusus sowie unbekannter Infektionsweg 
angegegeben. Im untersuchten Kollektiv war kein Patient an Hämophilie erkrankt 
(Tab. 3.1). 
 
Tab.3.1: Infektionsquellen der Aachener und der Berliner Patienten 
 
 
 
297 der insgesamt 333 HCV-positiven Patienten erhielten zum ersten Mal eine 
antivirale Therapie. Dabei wurden sie nach dem aktuellen Consensus-Protokoll (Berg 
et al., 2003) 24 bis 48 Wochen mit pegyliertem (n=120) oder mit dem Standard 
Interferon-α-2a bzw. 2b in Kombination mit einer gewichtsadaptierten Dosis Ribavirin 
   
 Aachen (n=112) Berlin (n=221) 
 n                       % n                      % 
Transfusion  46                    41,4 50                   22,6 
i.v.-Drogenabusus 25                    22,3 44                   19,9 
Berufliche Exposition 6                      5,4 4                     1,8 
Hämophilie 0                       - 0                       - 
Unbekannt 35                    31,3 123                 55,6 
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behandelt. Während der Therapie wurde die HCV-RNA regelmäßig nach 4, 12, 24 und 
48 Wochen sowie 4, 12, und 24 Wochen nach Beendigung der Therapie bestimmt. 
Dabei wurden Patienten als Sustained Responder definiert, wenn nach 24- oder 48-
wöchiger Behandlung sowie 6 Monate  nach Behandlungsende  keine HCV-RNA 
mehr nachweisbar war. Als Non-Responder wurden alle Patienten bezeichet, die ein 
virologisches Nichtansprechen der Therapie mit persistierender HCV-RNA zeigten. 
Außerdem wurden in der Gruppe der Non-Responder auch die Patienten mit 
eingeschlossen, die nach einem erstmaligen Ansprechen der Therapie nach 
Behandlungsende ein Rezidiv der Erkrankung  mit einem erneuten Auftreten der 
HCV-RNA erlitten (Relapse), sowie Patienten mit einem viralen Breakthrough, d.h. 
dass schon während der Behandlung ein Transaminasenanstieg mit positiver HCV-
RNA zu verzeichnen war. Dabei fielen 146 (49,2%) der 297 behandelten Patienten in 
die Gruppe der Sustained Responder, 151 (50,8%) der therapierten Patienten wurden 
zu den Non-Respondern gezählt. 
Die Kontrollgruppe umfasste 71 männliche und 54 weibliche HCV-negative Patienten 
mit einem mittleren Alter von 45,0±1,0 Jahren, die wegen anderer Krankheiten als 
einer Hepatitis C auf den gastroenterologischen Stationen des Uniklinikums Aachens 
aufgenommen wurden. Es wurden hier bewusst ein Kontrollkollektiv bestehend aus 
Krankenhauspatienten und nicht gesunde, junge Blutspender gewählt, die häufig als 
Kontrollkollektiv benutzt werden.  
 
 
 Klinisch-chemische Parameter 
 
Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten waren vor Therapiebeginn HCV-RNA 
positiv. Die mittlere Viruslast betrug 1574 IU/ml x 103 (Spannweite: 0,62-98,60 x 103 
IU/ml). Bei 215 (72,4%) der Patienten waren die HCV-Genotypen 1 oder 4 
nachzuweisen, 82 (27,6%) hatten eine Infektion mit den Genotypen 2 oder 3. Als 
wichtige Indikatoren eines hepatozellulären Schadens wurden Alanin-Aminotranferase 
(ALT) und Aspartat-Aminotranferase (AST) bestimmt. Die Werte für ALT lagen 
durchschnittlich bei 49 U/l (Spannweite: 6-422 U/l), der mittlere Wert für die AST 
betrug 26 U/l (Spannweite: 8-163 U/l). 
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 Histologische Befundung 
 
Die entzündliche Aktivität (A0-A4) im histologischen Gewebeschnitt lag 
durchschnittlich bei 1,5 mit einer Spannweite von 0-3, das Fibrosestadium (F0-F4) 
wurde im Durchschnitt mit 1,5 und einer Spannweite von 0-4 bestimmt. 
 
 
3.4 Genotypisierung 
 
3.4.1 Auswertung des CCR5 ∆32-Polymorphismus 
 
Zur Bestimmung der CCR5 ∆32-Deletion wird das PCR-Produkt auf ein 3%-iges 
Agarosegel aufgetragen und unter UV-Licht mittels Charged Coupled Device (CCD)-
Kamera-System (Fluor S Multimanager, Biorad) elektronisch eingescannt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3.1: Bestimmung des CCR5 ∆32-Polymorphismus durch PCR 
[WT= Wildtypallel (189 bp); ∆32= mutiertes Allel (157 bp)] 
 
 
 
In Anwesenheit des Wildtypallels ist eine 189 bp große Bande zu sehen. Bei 
heterozygoten Patienten entstehen zwei Banden, die 189 bp große  Wildtypbande und 
  242 bp 
 190 bp  
 147 bp 
  110 bp 
  189 bp 
      157 bp 
WT/WT   WT/WT       WT/∆32    WT/∆32    ∆32/∆32  ∆32/∆32    Marker 
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die 157 bp große Bande des mutierten Allels. Im Falle einer CCR5 ∆32-Homozygotie 
ist nur die Bande des mutierten Allels sichtbar (Abb.3.1). 
Die Allelfrequenzen des Wildtypallels werden auf der x-Achse des de-Finetti-
Diagramm [Wienker und Strom (http://ihg.gsf.de)] abgelesen. Die Frequenz des 
Genotyp 12 (heterozygote Patienten) kann auf der vertikalen Achse, die Frequenz des 
Genotyps 11 (homozygote Patienten mit Wildtypallel) auf der linken Seite des 
Dreiecks und die Frequenz des Genotyps 22 (homozygote Patienten mit mutiertem 
Allel) kann auf der rechten Dreiecksseite abgelesen werden (Abb. 3.2). 
 
 
 
Abb.3.2: De-Finetti-Diagramm mit Hardy-Weinberg-Parabel des 
CCR5 ∆32-Polymorphismus 
 
       
 
Die Minorallelfrequenzen der HCV-Patienten des Aachener Kollektivs (f=0,076) 
sowie des Berliner Kollektivs (f=0,095) und der Kontrollgruppe (f=0,104) 
unterschieden sich nicht statistisch signifikant. Auch konnten keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den jeweiligen Genotypfrequenzen WT/WT, WT/∆32 und 
∆32/∆32 gefunden werden. Es wurde außerdem keine Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht beobachtet (Aachen p=0,38; Berlin p=0,42; Kontrollen 
p=0,11; exakter Test nach Elston and Forsthofer). 
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Für weitere statistische Auswertungen wurden die HCV-Patienten beider Kollektive 
entsprechend ihrem Genotyp (WT/WT und WT/∆32) unterteilt und univariat 
hinsichtlich laborchemischer und klinischer Parameter untersucht. Dabei konnte 
gezeigt werden, dass die Zahl der Therapieresponder bei homozygoten Patienten für 
das Wildtypallel (53,8%) grösser als bei Patienten war, die eine heterozygote 
Ausprägung (33,3%; p=0,03) des CCR5 ∆32-Polymorphismus besaßen. Dieser 
statistisch signifikante Unterschied im Therapieansprechen konnte jedoch weder im 
Aachener Patientengut noch bei der Analyse beider Kollektive zusammen bestätigt 
werden. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass heterozygote Patienten (WT/∆32) 
des Aachener Kollektivs einen durchschnittlich höheren Entzündungsgrad in der 
Leberbiopsie (1,9±0,2) aufwiesen als die homozygoten Patienten für das Wildtypallel 
(1,3±0,2; p=0,02). Auch diese statistische Signifikanz konnte weder im Berliner 
Patientenkollektiv noch bei der gemeinsamen Auswertung der Kollektive  
nachgewiesen werden. 
Weitere Auswertungen zu Alter, Geschlecht und klinisch-chemischen Parametern 
zeigten keine statistischen Zusammenhänge zwischen Patienten mit dem Wildtypallel 
und den heterozygoten Patienten des CCR5 ∆32-Polymorphismus. Die Ergebnisse 
sind in folgender Tabelle 3.2 zusammengefasst: 
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 Aachen   Berlin   
 WT/WT WT/∆32 P* WT/WT WT/∆32 P* 
  (n=95) (n=17)  (n=182) (n=36)   
Geschlecht (m/w) 61/34 15/2 0,08 107/75 15/21 0,07 
Alter 
(Jahre;Streung) 44,0 (36-52) 42,7 (37-52) 0,6 45,5 (39-51) 48,0 (38-53) 0,2 
HCV-Genotyp       
Genotyp 1 51 (53,7) 9 (52,9) 1 127 (69,8) 26 (72,2) 0,8 
nicht Genotyp 1  44 (46,3) 8 (47,1)  55 (30,2) 10 (27,8)  
AST (U/l) 34,8 ±3,0 32,1±5,4 0,7 37,3±2,4 31,1±3,2 0,3 
ALT (U/l) 60,9±5,5 56,9±11,1 0,7 67,2±4,5 49,6±4,7 0,1 
Entzündung 1,3±0,2 1,9±0,2 0,02 1,5±0,1 1,6±0,1 0,5 
Fibrose 1,5±0,1 1,5±0,3 0,9 1,6±0,6 1,8±0,2 0,5 
HCV-RNA 
(IU/ml) 534,7±110,2 509,9 ±213,4 0,9 424,5±65,9 413,2±79,1 0,9 
HCV-Therapie       
Anprechen 24 (44,4) 5 (50,0) 0,9 98 (53,8) 12 (33,3) 0,03 
Nicht-Ansprechen 30 (55,6) 5 (50,0)  84 (46,2) 24 (66,7)  
Keine Therapie 41 7   0 0   
 
Tab.3.2: Phänotypische Parameter der HCV-Patienten aus Aachen und Berlin 
mit CCR5 ∆32 WT/WT und CCR5 ∆32 WT/∆32-Genotyp 
* exakter Fisher´s Test oder Student´s t test 
 
 
 
Weiterhin wurde ein möglicher Zusammenhang zwischen Infektionsquelle und der 
Genotypausprägung des CCR5 ∆32-Polymorphismus untersucht. Dabei konnten keine 
signifikanten Unterschiede zwischen homozygoten (WT/WT) und heterozygoten 
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Patienten  beider Patientenkollektive im Hinblick auf den Infektionsweg festgestellt 
werden (Tab.3.3). 
 
      
  
 
Aachen (n=112) 
 
Berlin (n=221) 
 
 WT/WT WT/∆32 WT/WT WT/∆32 
  n               % n              % n                  % n                 % 
Transfusion  40           87,0 6            13,0   42            84,0 8              16,0 
i.v.-Drogenabusus 21           84,0 4            16,0 38            86,4 6              13,6 
Beruf 5             83,4 1            16,6 3              75,0 1              25,0 
Hämophilie 0                - 0               - 0               - 0                 - 
Unbekannt 29           82,9 6            17,1 102           82,9 21             17,1 
 
Tab.3.3:  CCR5 ∆32-Genotypfrequenzen der HCV-Patienten aus Aachen und Berlin 
In Abhängigkeit von den Infektionsquellen 
 
 
 
3.4.2 Auswertung der CX3CR1 V249I- und  CX3CR1 T280M-Polymorphismen 
 
Die Bestimmung der CX3CR1 V249I- und des CX3CR1 T280M-Polymorphismus 
erfolgte durch den 5´Nuklease-Assay mittels ABI PRISM 7000 Sequence Detection 
System. Nach Abschluss der PCR wurde die Fluoreszenz von VIC und FAM bestimmt 
und in einer zweidimensionalen Graphik dargestellt (Abb. 3.3). 
Patienten mit dem CX3CR1 V249I-Polymorphismus, die homozygot für den Wildtyp 
(G/G) waren, wurden entlang der x-Achse abgebildet, bei Vorhandensein des 
homozygot mutierten Allels (A/A) liegen die Punkte entlang der y-Achse. Im Falle 
einer Heterozygotie (G/A) des CX3CR1 V249I-Polymorphismus sind die Punkte im 
Sektor zwischen x-und y-Achse zusehen. 
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Abb.3.3: Schematische Darstellung einer SNP-Analyse mittels ABI PRISM 7000 SDS 
Software (Pfeiffer et al., 2002) 
 
 
 
Die Auswertung der Minorallelfrequenzen und der Genotypverteilung des CX3CR1 
V249I- Polymorphismus bei HCV-Patienten (n=205, f=0,29) und im 
Kontrollkollektivs (n=152; f=0,30) ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied 
(p>0,05). Beide Populationen befanden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. 
In der statistischen Analyse zeigte der CX3CR1 V249I-Polymorphismus einen 
signifikanten Unterschied in der Genotypverteilung bezüglich der HCV-Viruslast und 
des Fibrosegrads. Patienten mit dem CX3CR1 249I-Allel zeigten eine signifikant 
höhere HCV-RNA (5,55x 106±1,10x 106) im Vergleich zu den Patienten mit dem 
homozygoten Wildtypallel (2,85x 106±4,22x 105); p=0,024)  (Abb. 3.4). 
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Abb.3.4: Mittelwerte ± SEM der HCV-RNA  (IU/ml x106) in Abhängigkeit der CX3CR1 
V249I-Genotypen V/V und V/I bzw. I/I 
 
 
 
Die statistische Analyse zeigte weiterhin eine signifikante Differenz in der 
Genotypverteilung und dem Fibrosestadium. Patienten, die Träger des CX3CR1 249I-
Allels waren (V/I und I/I), wiesen ein signifikant höheres Fibrosestadium  
(1,86±0,093) auf als Patienten, die homozygot für das CX3CR1 V249-Allel waren 
(1,48±0,084; p=0,003) (Abb. 3.5).  In einer linearen Regressionsanalyse mit dem 
Fibrosestadium  als abhängige Variable war der CX3CR1 V249I-Genotyp unabhängig 
von Alter und Geschlecht der Patienten mit dem Fibrosestadium assoziiert (p=0,01). 
Wie erwartet war das  Fibrosestadium  auch vom Alter (p=0,001) und vom Geschlecht 
(p=0,059) der Patienten abhängig (Friedmann, 2003). 
Für weitere Variablen wie Transaminasen, die Entzündungsaktivität in der 
Leberbiopsie und das Ansprechen auf die antivirale Therapie zeigten sich keine 
signifikanten Unterschiede. 
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Abb.3.5: Mittelwerte ± SEM des Fibrosegrads in Abhängigkeit auf die CX3CR1 V249I 
Genotypen V/V und V/I bzw. I/I 
 
 
 
Die Auswertung des CX3CR1 T280M-Polymorphismus erfolgte auch auf Ebene der 
einzelnen CX3CR1 Polymorphismen. Mit Hilfe der zweidimensionalen Darstellung 
konnten Patienten mit dem Wildtypallels (C/C), heterozygote (C/T) sowie homozygot 
mutierte Patienten (T/T) für dieses Allel unterschieden werden. Auch hier waren die 
Minorallelfrequenzen der Patienten mit chronischer Hepatitis C (f=0,19) und der 
Kontrollpersonen (f=0,19) nicht signifikant unterschiedlich (p >0,05). 
Weitere laborchemische und histologische Parameter waren  bei Patienten mit 
chronischer Hepatitis C nicht mit dem CX3CR1 T280M Genotypen assoziiert              
(p >0,05). 
 
 
3.4.3 Analyse der kombinierten CX3CR1 V249I- und  CX3CR1 T280M-
Polymorphismen 
 
Die Polymorphismen CX3CR1 V249I- und des CX3CR1 T280M befinden sich in 
einem Kopplungsungleichgewicht, das heißt, dass sie gekoppelt miteinander vererbt 
werden . Diese beiden untersuchten SNPs bilden sechs kombinierte Genotypen, die in 
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der Vergangenheit schon beschrieben wurden (Faure et al., 2000, McDermott et al., 
2003). Die Auswertung beider Polymorphismen zusammen ist sinnvoll, da SNPs, die 
sich in einem Kopplungsungleichgewicht befinden, auch möglicherweise in 
Wechselwirkung miteinander Auswirkungen auf immunologische Prozesse haben. 
Die Genotypverteilung der kombinierten CX3CR1 V249I- und  CX3CR1 T280M-
Polymorphismen zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen dem HCV-
Patientenkollektiv und der Kontrollgruppe (p>0,05) (Tab. 3.4). 
 
     Kombinierter 
Genotyp Codon 249 Codon 280 
HCV-
Patienten Kontrollen 
   n (%) n (%) 
1 V/V T/T 107 (52,2%) 69 (50,7%) 
2 I/I T/T 2 (1,0%) 2 (1,5%) 
3 I/I M/M 11 (5,4%) 7 (5,2%) 
4 I/I T/M 10 (4,9%) 4 (2,9%) 
5 V/I T/T 28 (13,7%) 18 (13,2%) 
6 V/I T/M 47 (22,9%) 36 (26,45%) 
2-6 V/I o.I/I  88 (42,9%) 67 (49,3%) 
3, 4, 6  T/Mo.M/M 68 (33,2%) 47 (34,6%) 
 
Tab.3.4: Genotypverteilung der kombinierten Polymorphismen CX3CR1 V249I und T280M 
bei HCV-Patienten und Kontrollen 
 
 
Das CX3CR1 249I-Allel (kombinierter CX3CR1-Genotyp 2-6) war signifikant 
häufiger bei Patienten mit schwerer Fibrose (Stadien 2-4) im Vergleich zu Personen 
mit milder Fibrose (Stadien 0 und 1 nach) nachweisbar (OR 2,34; p=0,004) (Tab. 3.5). 
 
Hinsichtlich der Verteilung der CX3CR1 T280M-Allele (kombinierter CX3CR1-
Genotyp 3, 4, 6) bestanden keine Unterschiede zwischen HCV-Patienten mit milder 
und schwerer Fibrose.  
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Kombinierter 
Genotyp 
Codon 
249 
Codon 
280 
Milde 
Fibrose 
Schwere 
Fibrose 
OR 
(95% CI) p 
   n (%) n (%)   
1 V/V T/T 65 (59,1%) 42 (44,2%) 1  
2 I/I T/T 1 (1,0%) 1 (1,5%) - - 
3 I/I M/M 7 (5,4%) 4 (4,2%) - - 
4 I/I T/M 6 (6,7%) 4 (4,2%) - - 
5 V/I T/T 10 (9,1%) 18 (18,9%) 2,78 (1,17-6,62) 0,02 
6 V/I T/M 21 (19,1%) 26 (27,4%) 1,91 (0,95-3,84) 0,07 
2-6 V/I o.I/I  35 (31,8%) 53 (55,8%) 2,34 (1,32-4,17) 0,004 
3, 4, 6  T/M 
o.M/M 34 (30,1%) 34 (35,8%) 
1,21 
(0,67-2,15) 0,57 
 
Tab.3.5: Genotypverteilung der kombinierten Polymorphismen CX3CR1 V249I und T280M 
bei HCV-Patienten mit milder und schwerer Leberfibrose 
 
 
 
Bei weiteren statistischen Analysen der kombinierter CX3CR1-Genotypen ließ sich 
eine signifikant höhere HCV-RNA-Viruslast bei den Genotypen 4 (6,18x 106±2,02x 
106) und 6 (5,03x 106±9,60x 105)  im Vergleich zu Genotyp 1 (2,89x 106±4,40x 105; 
p=0,037 bzw. p=0,047) feststellen (Abb. 3.6). Diese Ergebnisse unterstützen die 
Resultate der Einzelauswertung des CX3CR1 V249I-Polymorphismus, da die 
Genotypen 4 und 6 durch das Vorhandensein des CX3CR1 249I-Allels gekennzeichnet 
ist, wo hingegen Genotyp 1 sowohl in Codon 249 als auch in Codon 280 die 
Wildtypallele besitzt. 
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Abb.3.6: Genotypverteilung der kombinierten Genotypen 1, 4 und 6 in Abhängigkeit der 
HCV-RNA 
 
 
 
 
3.4.4 Auswertung des RANTES(-403)-Polymorphismus 
 
Der RANTES(-403)-Polymorphismus wurde mittels Restriktionsfragmentlängen-
Polymorphismus (RLFP) bestimmt. Dafür wurde das PCR-Produkt drei Stunden mit 
der Restriktionsendonuklease MaeIII inkubiert und danach auf ein 2%iges Agarosegel 
aufgetragen. In Anwesenheit des Wildtypallels (G/G) schneidet das Enzym MaeIII das 
135 bp lange PCR-Produkt in zwei Banden, die jeweils 112 und 23 bp groß sind, bei 
Vorhandensein des mutierten Allels wird das Amplicon nicht geschnitten. Bei 
heterozygoten Patienten entstehen drei Banden, die 157 bp große ungeschnittene 
Bande und die beiden 112 bp und 23 bp großen geschnittenen Banden (Abb. 3.7). Die 
23 bp-Bande ist auf dem Agarosegel nicht mehr zu sehen, der Größenunterschied 
zwischen den 135 und 112 bp großen Banden ist jedoch gut zu erkennen. 
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Abb.3.7: Bestimmung des RANTES (-403)-Polymorphismus durch RFLP 
[G/G=Wildtypallel (135 bp und 23 bp); G/A=heterozygote Patienten (135 bp ,112 bp 
und 23 bp); A/A= homozygot mutiertes Allel (135 bp)] 
 
 
 
Die Allelfrequenzbestimmung erfolgte auch hier mittels de-Finetti-Diagramm. Es 
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede der Minorallelfrequenzen  
zwischen den getesteten HCV-Patienten (f=0,206) beider Kollektive und der 
Kontrollgruppe (f=0,220) gezeigt werden (p>0,05). 
Weitere statistische Auswertungen erfolgten auf Haplotypniveau  zusammen mit den 
RANTES-Polymorphismen RANTES Int1.1 und RANTES 3´222. 
 
 
3.4.5 Auswertung des RANTES Int.1.1-Polymorphismus 
 
Auch der RANTES Int.1.1-Polymorphismus wurde durch einen Restriktionsverdau 
nachgewiesen. Das 343 bp lange PCR-Produkt wurde drei Stunden mit dem 
Restriktionsenzym MboII inkubiert und anschließend auf ein 2%-Agarosegel 
aufgetragen. Hier schneidet das Enzym in Anwesenheit des Wildtypallels nicht,  auf 
dem Gel ist ausschließlich die 343 bp große Bande zu sehen. Im Falle einer 
heterozygoten Ausprägung entstehen nach Inkubation mit dem Restriktionsenzym drei 
Banden: die 343 bp große nicht verdaute Bande und die geschnittenen 212 bp und 131 
 190 bp 
 147 bp 
 124 bp 
     110 bp 
135 bp 
112 bp    
       A/A                  G/G                 G/G                  G/G                G/A            Marker       
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bp großen DNA-Fragmente. Bei dem homozygot mutiertem Allel schneidet das 
Enzym MboII das PCR-Produkt in die  212 bp und 131bp großen Banden (Abb. 3.8). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3.8: Bestimmung des RANTES Int.1.1-Polymorphismus durch RLFP 
[T/T=Wildtypallel (343 bp); T/C=heterozygote Patienten (343 bp, 212 bp 
und 131 bp); C/C= homozygot mutiertes Allel (212 bp und 131 bp)] 
 
 
 
Nach Auswertung der Minorallelfrequenzen konnte kein  signifikanter Unterschied 
zwischen  den HCV-Patienten (f=0,125) und dem Kontrollkollektiv (f=0,136) gezeigt 
werden; beide Populationen befanden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. 
 
 
3.4.6 Auswertung des RANTES 3´222-Polymorphismus 
 
Der RANTES 3´222-Polymorphismus wurde durch eine Direkt-Sequenzierung 
bestimmt.  Um diesen Polymorphismus nachzuweisen, wurde ein 474 bp Amplicon 
mittels PCR synthetisiert und auf ein 1%-Agarosegel aufgetragen. Nach 
elektrophoretischer Auftrennung der Banden wurden diese unter UV-Licht 
ausgeschnitten und das PCR-Amplikon extrahiert. Im Anschluss wurde eine 
Sequenzierungs-PCR durchgeführt und das gereinigte PCR-Template im ABI PRISM 
310 Genetic Analyser 7000 kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Bei Vorkommen des 
Wildtypallels (T/T) ist ein einzelner rot markierter Peak kennzeichnend für die Base 
     404 bp 
 320 bp 
 242 bp 
 190 bp 
343 bp 
212 bp 
131 bp 
T/T       C/C      T/T        T/C      T/T       T/C       T/T       T/T        T/T     T/T     Marker 
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(T) an der polymorphen Region zu erkennen, bei Vorhandensein des homozygot 
mutierten Allels ist an dieser Stelle ein blauer Peak kennzeichnend für die Base C zu 
sehen. Im Falle einer Heterozygotie (N) lagern sich roter (T) und blauer (C) Peak 
übereinander, da beide Basen jeweils auf einem Allel vorkommen (Abb. 3.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3.9: Bestimmung des RANTES 3´222-Polymorphismus durch Direkt-Sequenzierung 
[T=Wildtypallel (links); N=heterozygote Patienten (Mitte); C= homozygot mutiertes Allel 
(rechts)] 
 
 
 
Die Allelfrequenzen des Patientenkollektivs mit chronischer Hepatitis C (f=0,069)  
und der Kontrollgruppe (f=0,065) unterschieden sich nicht signifikant (p>0,05). Auch 
hier befanden sich beide untersuchten Gruppen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. 
 
 
3.4.7 Haplotypanalyse des RANTES-Gens 
 
Um Assoziationen zwischen Markerallelen und einer bestimmten Krankheit zu zeigen, 
ist es von Bedeutung, dass die krankheitsassoziierten SNPs in einem Linkage 
Disequilibrium sind. Diese genetischen Kopplungen sind nicht gleichmäßig über das 
gesamte Genom verteilt, sondern liegen gruppiert in den jeweiligen spezifischen 
Regionen (Tiret et al., 2002). Da sich auch die untersuchten RANTES-
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Polymorphismen in einem starken Kopplungsungleichgewicht befinden, konnten 
charakteristische Kombinationen von einzelnen Markerallelen, so genannte 
Haplotypen, mittels der Software PHASE v2.0.2 rekonstruiert werden. Vier von acht 
möglichen Haplotypen wurden definiert (R1-R4), die eine Prävalenz >3% in 
unterschiedlichen Patientenkollektiven aufwiesen. Zwei weitere Haplotypen mit einer 
Frequenz von 0,4% und 0,2% wurden zusätzlich gefunden, jedoch auf Grund ihres 
seltenen Vorkommens nicht in weitere Auswertungen eingeschlossen. 
Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Übersicht der häufigsten RANTES-Haplotypen 
(R1-R4), ihre Lokalisation im dem RANTES-Gen und ihre Häufigkeiten im HCV-
Patientenkollektiv sowie in der Kontrollgruppe (Abb. 3.10). Die Haplotypverteilung 
zwischen HCV-infizierten Patienten und dem Kontrollkollektiv unterschied sich 
statistisch nicht signifikant (p >0,05). 
 
 
Abb.3.10: Übersicht der RANTES–Haplotypen, (R1-R4), ihre Lokalisation im dem RANTES-
Gen und ihre Häufigkeiten im HCV-Patientenkollektiv und in der Kontrollgruppe 
 
 
 
Es konnten keine Assoziationen zwischen den RANTES-Haplotypen und klinisch-
chemischen Parametern wie Transaminasen und HCV-Viruslast sowie den 
histologischen Daten der Leberbiopsien gefunden werden. 
Als weiteres wichtiges Merkmal der Auswertungen wurden die RANTES-
Haplotypgruppen im Hinblick auf das antivirale Therapieansprechen untersucht. 
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Insgesamt erhielten 297 Patienten mit chronischer Hepatitis C eine antivirale 
Kombinationstherpie mit Interferon-α und Ribavirin. Dabei konnte bei 146 (49,2%) 
HCV-Patienten auch 6 Monate nach antiviralem Therapieende kein Virus mehr 
nachgewiesen werden (Sustained Response). 151 (50,8%) Patienten mit chronischer 
Hepatitis C gehörten zur Gruppe der Non-Responder, die ein virologisches 
Nichtansprechen der Therapie mit persistierender HCV-RNA zeigten oder die nach 
einem erstmaligen Ansprechen der Therapie nach Behandlungsende ein Rezidiv der 
Erkrankung  mit einem erneuten Auftreten der HCV-RNA erlitten (Relapse). 
In weiteren Analysen konnte ein statistisch signifikanter Unterschied in der RANTES-
Haplotypverteilung zwischen den HCV-Patienten mit Sustained Response und den 
Non-Respondern gezeigt werden (p=0,007; Permutationstest). In einer Untergruppe 
von HCV-Patienten, die mit pegyliertem Interferon und Ribavirin behandelt wurden, 
konnten die Unterschiede in der RANTES-Haplotypverteilung zwischen Respondern 
(n=61) und Non-Respondern (n=59) im Permutationstest (p =0,02) ebenfalls 
nachgewiesen werden. Patienten ohne dauerhaftes Ansprechen auf die antivirale 
Therapie wiesen häufiger die Haplotypen R3 oder R4 auf (p=0,014 und p=0,043), 
während Patienten mit dauerhaftem Ansprechen tendenziell häufiger den Haplotyp R2 
besaßen (p=0,07). 
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  2n a R1 R2 R3 R4 
Alle HCV-
Genotypen Responder 292 235 (80,5%) 30 (10,3%) 9 (3,1%) 15 (5,1%) 
 
Non-
Responder 302 239 (79,1%) 18 (5,9%) 10 (3,3%)
b
 29 (9,5%) b, c 
HCV-
Genotypen 
1+4 
Responder 158 130 (82,3%) 16 (10,1%) 5 (3,2%) 6 (3,8%) 
 
Non-
Responder 272 217 (79,8%) 15 (5,5%) 14 (5,1%)
d
 26 (9,6%) d,e 
 
Tab.3.6: RANTES-Haplotypfrequenzen im HCV-Patientenkollektiv 
 
aChromosomenanzahl in jeder Gruppe; da zwei seltene Haplotypen nicht in die Auswertung einbezogen werden, 
kann 2n von der Chromosomenzahl abweichen 
bGemeinsame Häufigkeit der Haplotypen R3 und R4 bei Respondern vs. Non-Responder; p=0,014 ; 
OR 1,9 (CI 1,1-3,2) 
cHäufigkeit des Haplotyps bei R4 Respondern vs. Non-Responder; p=0,043; OR 1,9  (C1.1-3,7) 
dGemeinsame Häufigkeit der Haplotypen R3 und R4 bei Respondern vs. Non-Responder; p=0,020; 
 OR 2,3 (CI 1,1-4,6) 
eHäufigkeit des Haplotyps bei R4 Respondern vs. Non-Responder; p=0,035; OR 2,7; (C1.1-6,6) 
 
 
 
Da heute sehr gut bekannt ist (Berg et al., 2003), dass unter anderem der HCV-
Genotypen einen Einfluss auf das Therpieansprechen hat, wurden die HCV-Genotypen 
2 und 3 sowie 1 und 4 getrennt voneinander untersucht. Patienten, die mit dem HCV 
Genotyp  1 oder 4 infiziert sind, haben eine viel geringere Aussicht auf ein dauerhaftes 
Therapieansprechen im Gegensatz zu Patienten mit den HCV- Genotypen 2 oder 3. 
Die Patienten, die mit den HCV-Genotypen 2 und 3 infiziert waren, sprachen mit einer 
Quote von 89,9 % auf die antivirale Therapie an. Keiner der RANTES-Haplotypen war 
mit dem Therapieanprechen bei den HCV-Genotypen 2 und 3 infizierten Patienten 
assoziiert. 
Hingegen gehörten 79 der mit den HCV-Genotypen 1 und 4 infizierten Patienten zur 
Gruppe der Sustained-Responder, während 136 Patienten mit den HCV-Genotypen 1 
und 4 Non-Responder waren (Tab. 3.6). Abbildung 3.11 zeigt diese klinisch relevante 
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Patientenuntergruppe, in der die Assoziation des RANTES-Haplotyp R4 mit dem 
Therapieansprechen wie im gesamten Patientenkollektiv mit allen HCV-Genotypen 
bestätigt werden konnte.  
Patienten ohne dauerhaftes Therapieansprechen, die die Haplotypen R3 oder R4 
(p=0,02) oder isoliert den Haplotypen R4 (p=0,035) aufwiesen, traten auch in der 
Gruppe der mit den HCV- Genotypen 1 und 4 infizierten Patienten signifikant häufiger 
auf. Bei Patienten mit positivem Therapieansprechen wurde auch hier wieder häufiger 
Haplotyp R2 beobachtet (Abb. 3.11). 
 
 
Abb.3.11: Verteilung der häufigsten RANTES–Haplotypen (R1-R4) bei Patienten, die mit den 
HCV-Genotypen  1 und 4 infiziert sind (graue Balken=Patienten mit Sustained-Response; 
schwarze Balken=Non-Responder) 
 
.  
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4 Diskussion 
 
 
4.1  Genetische Varianten der Chemokine und ihren Rezeptoren zur 
klinischen Risikostratifizierung von Patienten mit chronischer Hepatitis C 
 
In den letzten Jahren wurden verschiedene Studien zur Klärung des Einflusses 
patientenspezifischer genetischer Varianten  auf den Therapieerfolg durchgeführt, da 
große interindividuelle Unterschiede auf die antivirale Behandlung existieren.  Auf der 
einen Seite spielen dabei endogene Faktoren, wie das Geschlecht, das Alter (Hayashi 
et al., 1998) und die ethnische Abstammung (McHutchison et al., 2000) eine wichtige 
Rolle, auf der anderen Seite wird der Behandlungserfolg auch durch exogene Faktoren 
wie durch hohen Alkoholkonsum (Okazaki et al., 1994) und eine fortgeschrittene 
Leberzirrhose (Myers et al., 2003) beeinflusst. Aber auch Wechselwirkungen 
zwischen dem Virus und Wirtsfaktoren haben eine entscheidende Bedeutung (Hennig 
et al., 2002). Im Mittelpunkt einer Infektion steht die Immunantwort, die durch 
Netzwerke von Cytokinen und Chemokinen reguliert wird. Die speziellen 
krankheitsbeeinflussenden viralen Faktoren und auch die Wirtsfaktoren konnten 
bislang noch nicht vollständig definiert werden. Es wird aber angenommen, dass 
spezifische immunregulatorische Moleküle wie Chemokine und Chemokinrezeptoren 
den Verlauf der HCV-Infektion beeinflussen (Thio et al., 2000). Es wurden in der 
Vergangenheit genetische Assoziationsstudien mit dem Ziel durchgeführt, den  
Einfluss der genetischen Wirtsfaktoren bei der Hepatitis C zu analysieren. Eine 
genauere Kenntnis dieser Wirtsfaktoren könnte hilfreich sein, um Individuen mit einer 
schnelleren Krankheitsprogression oder einem speziellen Krankheitsverlauf besser 
identifizieren zu können (Hill, 2001). Insbesondere bei der chronischen Hepatitis C 
kommt es im Verlauf der Krankheit zu unterschiedlichen Ausprägungen der 
Leberfibrose sowie der Leberentzündung, die durch genetischen Wirtsfaktoren  
beeinflusst werden. Auch die individuelle Krankeitssuszeptibilität und 
unterschiedliche Ansprechraten der  antiviralen HCV-Therapie deuten auf eine 
Beeinflussung durch genetische Faktoren hin (Promrat et al., 2003). Fall-Kontroll-
Studien konnten bislang die HCV-Persistenz unter anderem mit Polymorphismen im 
Histokompatibilitätsantigen (HLA) (Thio et al., 2000; Thursz et al., 1999) assozieren. 
Das Hämatochromatose-Gen (Geier A et al., 2004, Kazemi-Shirazi et al., 1999: Smith 
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et al.,1998) konnte in der Vergangenheit mit dem Schweregrad der Leberfibrose 
korreliert werden. Einige Zytokine wie TNF-α, IL-10 und TGF-β1 (Höhler et al., 
1998; Powell et al., 2000; Edwards-Smith et al., 1999) konnten mit 
Fibroseprogression bzw. mit dem antiviralen Therapieerfolg in Zusammenhang 
gebracht werden.  
 
4.2 CCR5 ∆32 Polymorphismus als genetischer Risikofaktor bei der Hepatitis 
C-Infektion 
 
Beruhend auf der Studie von Woitas et al. (Woitas et al., 2002), in der eine erhöhte 
Frequenz des CCR5 ∆32 Polymorphismus bei  überwiegend hämophilen Patienten mit 
chronischer Hepatitis C und negativem HIV-Test gezeigt werden konnte, wurde in 
dieser Arbeit die Prävalenz der CCR5 ∆32- Mutation und eine mögliche Assoziation 
mit klinischen und biochemischen Variablen in einem großen Kollektiv HCV-
infizierter Patienten untersucht. 
In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Allelfrequenz des 
Minorallels von HCV-infizierten Patienten des Aachener (f=0,076) und des Berliner 
(f=0,095) Kollektivs sowie dem Kontrollkollektiv (f=0,104) gezeigt werden. 
Außerdem konnte keine gesteigerte Anzahl von homo- oder heterozygoten Trägern 
des CCR5 ∆32 Polymorphismus in beiden Patientenkollektiven nachgewiesen werden.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit widersprechen der Studie von  Woitas et al. (Woitas et 
al., 2002), in der die Zahl der CCR5 ∆32-Homozygoten dreimal höher war als nach 
dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erwartet. Nachfolgende Studien bestätigen aber 
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit ähnlichen Resultaten und einer 
entsprechenden Verteilung der CCR5 ∆32-Homozygoten bei Patienten mit chronischer 
Hepatitis C und dem Kontrollkollektiv (Zhang et al., 2003; Promrat, McDermott et 
al., 2003; Mangia et al., 2003, Dorak et al., 2003, Poljak et al, 2003). In der Arbeit 
von Woitas et al. (Woitas et al., 2002) waren die meisten Patienten hämophil und 
wurden mit dem Hepatitis C Virus, jedoch nicht mit HIV infiziert (Kantor et al., 
1998). Mitte der achtziger Jahre hatten hämophile Patienten ein großes Risiko der 
HCV-und HIV-Infektion, da die Gerinnungsfaktoren noch nicht aus Virus-
inaktiviertem Plasma gewonnen wurden (Zhang et al., 2003). Da CCR5 ∆32-
homozygote Patienten eine Resistenz gegenüber HIV-1 aufweisen, kann man davon 
ausgehen, dass der Homozygotenüberschuss damit zu erklären ist, dass die Ergebnisse 
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der Studie von Woitas et al. (Woitas et al., 2002) nicht eine erhöhte Suszeptibilität 
gegenüber einer HCV-Infektion, sondern eher eine Resistenz gegenüber einer HIV-
Infektion bei hämophilen Patienten widerspiegeln. In der vorliegenden Arbeit wurden 
hämophile Patienten ausgeschlossen, während andere Faktoren wie Alter, Geschlecht, 
Herkunft und genetischer Hintergrund der Studie von Woitas et al. (Woitas et al., 
2002; Woitas et al., 2003) sehr ähnlich sind. In dieser Arbeit waren insgesamt 20,7% 
der Patienten i.v.-drogenabhängig, verglichen mit 83,7% hämophilen Patienten in der 
Studie von Woitas et al. (Woitas et al., 2002). Somit ist der Selektionsdruck in der 
vorliegenden Arbeit gering, zumal kein Zusammenhang zwischen Infektionsquelle 
und den Genotypen des CCR5 ∆32-Polymorphismus nachgewiesen  werden konnte. 
Diese Problematik unterstreicht die Schwierigkeit im präanalytischen Studiendesign, 
das möglichst ausschließlich den Einfluss von Wirtsfaktoren im Hinblick auf die 
Suszeptibilität berücksichtigen sollte. 
Ein weiteres wichtiges Merkmal dieser Arbeit stellt das Design der Kontrollgruppe 
dar. Schultz et al. und Grimes et al. (Schultz et al., 2002; Grimes et al., 2002) betonen, 
dass das Kontrollkollektiv aus der gleichen Population wie die Fallgruppe stammen 
sollte. Die Kontrollgruppe sollte idealerweise das Patientenkollektiv repräsentativ 
wiederspiegeln. Deshalb wurden HCV-negative Krankenhaus-Patienten, die ein 
vergleichbares Risiko der HCV-Infektion wie die Fallpopulation aufwiesen, als 
Kontrollgruppe ausgewählt und nach Alter und Geschlecht mit dem Patientenkollektiv 
gematcht.  
Ferner konnten phänotypische Unterschiede zwischen heterozygoten Patienten und 
denen, die homozygot für das Wildtypallel waren, gefunden werden. Im Berliner 
Patientenkollektiv fiel auf, dass Patienten mit dem CCR5 ∆32-Allel schlechter auf eine 
antivirale Therapie ansprachen. Diese Ergebnisse konnten in der kleineren Aachener 
Gruppe sowie in der Auswertung beider Kollektive zusammen nicht reproduziert 
werden. Dieser Befund spricht für einen eher geringen Effekt des CCR5 ∆32-Allels im 
Hinblick auf die Therapieantwort. Interessanterweise konnte dieses Ergebnis jedoch in 
einer Studie von Ahlenstiel et al. (Ahlenstiel et al, 2003) mit Interferon-Monotherapie 
behandelten Patienten bestätigt werden. Überdies konnten Woitas et al. (Woitas et al., 
2002) zeigen, dass homozygote CCR5 ∆32-Allelträger eine höhere HCV-RNA 
Viruslast aufwiesen. Dieses Resultat konnte weder in unseren Patientenkollektiven 
noch in einer Studie von Promrat et al. (Promrat et al., 2003) reproduziert werden. 
Bei einer Allelfrequenz f<0,10 sind Auswertungen der homozygoten CCR5 ∆32-Allel 
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Träger wegen der sehr niedrigen Fallzahlen als sehr problematisch anzusehen. Eine 
ähnliche Problematik ist in der Studie von Hellier (Hellier et al, 2003) zu finden, in 
der homozygote CCR5 ∆32-Allelträger geringere Entzündungszeichen zeigten. 
Außerdem konnte das CCR5 ∆32-Allel mit einer schwereren Fibrose assoziiert 
werden. Beide Ergebnisse konnten, wahrscheinlich durch kleinere Fallzahlen bedingt, 
in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Ausschließlich im Aachener 
Kollektiv zeigten sich sogar eher stärkere Entzündungszeichen bei heterozygoten  
CCR5 ∆32-Allelträgern. 
Es ist mittlerweile bekannt, dass in Anwesenheit des CCR5 ∆32-Polymorphismus der 
Rezeptor vermindert exprimiert wird (Ahlenstiehl et al., 2004). Da CCR5 für die 
Rekrutierung der T-Zellen verantwortlich ist, kann gefolgert werden, dass die 
Abnahme der Entzündungszeichen Folge eines vermindert exprimierten Rezeptors ist. 
Die Assoziation zwischen dem CCR5 ∆32-Allel und der vermehrten Fibrose lässt sich 
jedoch biologisch nur schwierig begründen. In vitro Experimente konnten zeigen, dass 
CCR5 und sein Ligand RANTES eine signifikante Rolle bei der Migration hepatischer 
Sternzellen (HSC), sowie bei der Proliferation und Kommunikation zwischen HSC 
und Leukozyten während der Fibrogenese spielen (Schwabe et al., 2003). Zudem ist 
die Assoziation zwischen dem CCR5 ∆32-Allel und der vermehrten Fibrose nur 
schwer mit einer eher verminderten  portalen  Entzündung in Zusammenhang zu 
bringen (Promrat et al., 2003).  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass in dieser Arbeit keine Assoziationen 
zwischen CCR5-Genotypen und chronischer Hepatitis C in zwei unabhängigen 
Kollektiven mit unterschiedlichem Risiko der HCV-Infektion gefunden werden 
konnten. Ein ähnliches Studiendesign mit besonderer  Berücksichtigung der Auswahl 
der Kontrollen sollten in Zukunft bei Fall-Kontrollstudien zur Untersuchung von  
genetischen Wirtsfaktoren der HCV-Infektion verwendet werden. Die teilweise 
widersprüchlichen Ergebnisse hinsichtlich der Phänotypassoziation weisen auf die 
Notwendigkeit eines homozygoten Patientenkollektivs, einer gematchten 
Kontrollgruppe und genügend großer verantwortlich Fallzahlen in genetischen 
Assoziationstudien hin (Coulhan et al., 2003). 
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4.3 Bedeutung der CX3CR1-Polymorphismen V249I und T280M  
 
CX3C-Rezeptor 1 als spezifischer Rezeptor des Chemokins Fraktalkin konnte neben 
CCR5 als Corezeptor für HIV identifiziert werden (Faure et al.,2000). Fraktalkin wird 
als proinflammatorisches Chemokin durch entzündetes Endothel exprimiert und 
vermittelt über die Bindung an CX3CR1 die Leukozytenadhäsion und –migration. 
CX3CR1 zeigt in Anwesenheit des V249I-Polymorphismus eine reduzierte Zahl von 
Bindungsstellen für Fraktalkin sowie eine verringerte Bindungsaffinität an peripheren 
mononukleären Zellen im Blut (McDermott et al., 2001). CX3CR1 und sein Ligand 
werden bei akuter und chronischer Leberschädigung vermehrt exprimiert (Efsen et al., 
2002). Ebenso spielen Fraktalkin und CX3CR1 eine wichtige Rolle bei der 
Lebergeneration nach Paracetamolintoxikation. In CX3CL1- transgenen Mäusen kam 
es nach Paracetamolinjektion zu einem deutlicher Anstieg der Serumtransaminasen, 
während bei CX3CL1 knock-out Mäusen dieser Anstieg signifikant geringer war 
(Bone–Larsen et al., 2000). 
In der Vergangenheit konnten zwei Polymorphismen (V249I und T280M) näher 
charakterisiert werden, die mit einem nicht synonymen Aminosäureaustausch 
verbunden sind. Im Codon 249 wird Valin gegen Isoleucin ausgetauscht, im Codon 
280 wird die Aminosäure Threonin gegen Methionin ersetzt (De Vries et al., 2003). In 
dieser Arbeit wurde die Prävalenz der CX3CR1 Polymorphismen V249I und T280M 
überprüft und auf eine mögliche Bedeutung dieser Variationen bei der chronischen 
Hepatitis C untersucht. Die beiden untersuchten Polymorphismen CX3CR1 V249I und 
T280M befinden sich in einem Kopplungsungleichgewicht, werden also nicht 
unabhängig voneinander vererbt (McDermott et al., 2003). Infolgedessen wurde der 
Einfluss des kombinierten Genotyps dieser beiden Polymorphismen bei Patienten mit 
chronischer Hepatitis C untersucht. Die Bestimmung eines kombinierten Genotyps ist 
nur bei homozygoten Allelträgern möglich, jedoch kann auf diese Weise der 
Informationsgehalt im Vergleich zur Untersuchung von einzelnen Polymorphismen 
erhöht werden. In dieser Studie war die Anwesenheit des CX3CR1 249I-Allels mit 
erhöhten HCV-RNA-Konzentration im Serum assoziiert. Auch in der Auswertung der 
kombinierten Haplotypen konnte dieses Ergebnis reproduziert werden. Patienten mit 
den Genotypen I249I und T280M sowie V249I und T280M hatten eine signifikant 
höhere Viruslast im Vergleich zu den Patienten, die bei beiden Mutationen jeweils das 
Wildtypallel besitzen (Abb.3.6). CX3CR1 greift indirekt in Entzündungsprozesse ein, 
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da dieser Rezeptor vor allem auf Th1-assoziierten Lymphozyten nachgewiesen wird 
(Fraticelli et al., 2001). Die Entwicklung der Th1-Immunantwort ist für die effektive 
Beseitigung des Virus entscheidend (Heydtmann et al., 2001). Weitere Studien 
konnten zeigen, dass die beiden untersuchten Mutationen V249I und T280M mit einer 
verminderten Affinität von Fraktalkin gegenüber seinem Rezeptor CX3CR1 assoziiert 
sind (Faure  et al., 2000, Daoudi et al., 2004). Anknüpfend an diese Ergebnisse lässt 
sich die erhöhte Viruslast biologisch sehr gut mit einer verringerten Th1-Antwort 
vereinbaren. Die Tatsache, dass die beschriebenen Resultate nicht nur bei der Analyse 
der einzelnen SNPs, sondern auch bei der Untersuchung der kombinierten Genotypen 
zu finden sind, bestätigt die biologische Relevanz der beiden Mutationen V249I und 
T280M. 
Weiterhin konnte das CX3CR1 249I-Allel mit einer vermehrten Fibrose assoziiert 
werden. Auch hier konnte das Ergebnis in der kombinierten Genotypanalyse bestätigt 
werden. Das CX3CR1 249I-Allel scheint für ein höheres Fibrosestadium 
verantwortlich zu sein, da die Genotypen V249I und T280T sowie V249I und T280M 
alle Genotypen mit 249I-Allel zusammen signifikant mit Fibrose assoziert sind 
(Tab.3.5). Die Genotypen mit Mutationen im Codon 280 (T280M oder M280M) 
waren jedoch nicht mit einer gesteigerten Fibrose verbunden. Auch hier kann man 
davon ausgehen, dass die bei CX3CR1 249I-Allelträgern abgeschwächte Th1-
assozierte Immunantwort die Progression der Leberfibrose begünstigt. Eine Studie von 
Mohsen et al. (Mohsen et al., 2003) konnte in diesem Zusammenhang zeigen, dass es 
bei HIV/HCV-Koinfektionen mit verminderter T-Zell-Zahl und -Reaktivität zu einer 
schnelleren Zunahme der Fibrose kommt. Ob die Progression der Leberfibrose bei 
chronischer Hepatitis C eher mit einer Th1-assoziierten Immunreaktion (Napoli et al., 
1996; Dumoulin et al., 1997) oder mit einem Th2-dominierten Zykotinmillieu 
verbunden ist (Tsai et al., 1997), kann allerdings gegenwärtig noch nicht eindeutig 
geklärt werden. Bei chronischen Infektionen zeigen viele Studien eine systemische 
Th2-Immunantwort (Tsai et al., 1997; Woitas et al.,1997), während in der Leber Th1-
assozierte Zytokine überwiegen (Napoli et al., 1996; Dumoulin et al., 1997). Zudem 
gibt es zu verschiedenen Zeitpunkten der Lebererkrankungen eine qualitativ 
unterschiedliche Immunbalance, die die Fibrogenese fördert (Heydtmann et al., 2001). 
Die molekularen Mechanismen der Leberfibrose und ihre pathophysiologischen 
Zusammenhänge mit CXRCR1 Polymophismen können daher derzeit noch nicht 
abschließend beurteilt werden.  
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4.4 Einfluss der RANTES-Haplotyp tagging-SNPs auf die Entwicklung der 
chronischen Hepatitis C 
 
Ein wichtiges Ziel dieser Studie war die Haplotypanalyse des RANTES-Gens. Die 
untersuchten SNPs liegen in einem Kopplungsungleichgewicht, d. h., sie werden 
gekoppelt vererbt und stehen möglicherweise in Wechselwirkung miteinander (Johne 
et al., 2002). Generell scheint es sinnvoll zu sein, mehrere gekoppelte 
Polymorphismen auf einem Gen zu untersuchen (Stephens et al., 2001). Unter 
bestimmten Umständen hat die Auswertung eines einzelnen SNPs im Gegensatz zur 
Haplotypanalyse zu wenig Power, um Genotyp-Phänotyp-Assoziationen sicher zu 
detektieren (Tiret et al., 2002, Sebastiani et al., 2003). Die statistische Auswertung der 
Haplotypen eignet sich besonders bei Patientenkollektiven mit Infektionskrankheiten, 
die keine Familienmitglieder mit einschließen, die Phase-Informationen der 
Genotypen liefern könnten (Tiret et al., 2002; Stephens et al., 2001). Unter 
Verwendung eines präzisen statistischen Programms, mit der es möglich war, die 
Haplotypstruktur unserer Studienpopulation zu rekonstruieren (Stephens et al., 2003), 
konnten vier häufige RANTES- Haplotypen (R1-R4) mit einer Prävalenz > 3% 
identifiziert werden. 
Die RANTES- Haplotypen, die die funktionellen Varianten RANTES Int1.1 und 3´222 
tragen, konnten in dieser Arbeit mit einem schlechteren Ansprechen der antiviralen 
Therapie bei chronisch infizierten Patienten mit Hepatitis C assoziiert werden. Da 
bekannt ist, dass der HCV-Genotyp einen entscheidenden Einfluss auf die antivirale 
Therapieantwort hat (Poynard et al., 1998), wurden die Patienten nach den HCV-
Genotypen stratifiziert (HCV-Genotypen 2+3 und HCV-Genotypen 1+4). Da bei 
Patienten mit den HCV-Genotypen  2+3 ein Therapieansprechen von fast 90 % 
erreicht wird, ist es statistisch schwierig, weitere Faktoren zu bestimmen, die das 
Therapieergebnis beeinflussen. Während bei Patienten mit den HCV-Genotypen  2+3 
keiner der Haplotypen mit der Therapieantwort assoziiert war, trugen in der klinisch 
wichtigen Patientengruppe mit den HCV-Genotypen  1+4 signifikant mehr Patienten 
ohne dauerhaftes Anprechen  auf die antivirale Therapie die RANTES- Haplotypen 
R3/R4. 
Der Haplotyp R3 trägt das Minorallel RANTES Int1.1 C, während der Haplotyp R4 
durch die RANTES- Allele Int1.1 C und 3´222 C definiert ist. Da beide 
Polymorphismen in Haplotyp R4 vorkommen, ist es schwierig zu bestimmen, welcher 
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der beiden Polymorphismen verantwortlich für die Assoziation mit einer negativen 
Beeinflussung der antiviralen Therapie ist. In der Einzelanalyse der SNPs konnte 
allein RANTES Int1.1 C mit einem negativen Therapieansprechen assoziiert werden, 
während RANTES 3´222 C nur eine Tendenz zu einem negativen Einfluss der 
antiviralen Therapie zeigte. Dieses Ergebnis könnte ein Indiz dafür sein, dass beide 
Polymorphismen  für die beobachtete Assoziation verantwortlich sind. 
RANTES ist als proinflammatorisches Zytokin für eine Th1-assoziierte Immunantwort 
und damit für eine effektive Elimination des Virus von Bedeutung (Hellier et al, 
2003). Außerdem konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass Patienten mit einer 
spontanen Viruselimination oder einer erfolgreichen antiviralen Therapie ein 
überwiegend proinflammatorisches Th1-assoziiertes Cytokinprofil aufwiesen (Cramp 
et al., 2000; Amaraa et al., 2003).  
In vitro-Studien belegen, dass das Intron 1-Element des RANTES-Gens  eine starke 
regulatorische Sequenzstruktur enthält. Der darin liegende RANTES-Poymophismus 
Int1.1 C führt zu einer signifikanten Repression der Transkription in Reportergen-
Assays (An et al., 2002). Die höhere Frequenz der RANTES-Haplotypen R3 und R4 
bei Patienten mit einer negativen antiviralen Therapieantwort  lässt sich gut mit einer 
genetisch determinierten Repression der Th1-assoziierten Immunantwort dieser 
Patienten begründen. 
Im Gegensatz dazu war die Prävalenz des RANTES-Haplotyps R2 (RANTES –403 A 
und RANTES Int1.1 T) bei Therapie-Respondern höher als bei Patienten ohne 
Ansprechen auf die antivirale HCV-Therapie. Diese Beobachtung deckt sich  mit einer 
in vitro-Studie, in der das Promotorallel RANTES –403 A zu einer achtmal höheren 
Transkription führte (Nickel et al., 2000). 
Schließlich konnten in dieser Arbeit signifikante Unterschiede in der RANTES-
Haplotyp -Verteilung zwischen Therapie-Respondern und Non-Respondern auch bei 
den Patienten, die mit pegyliertem Interferon-α und Ribavirin behandelt wurden, 
gefunden werden. Trotz der heterogenen Struktur der Therapieprotokolle unseres 
Studienkollektivs gelten die Ergebnisse hinsichtlich des Therapieansprechens somit 
auch für mit pegyliertem Interferon-α behandelte Patienten.  
In zwei weiteren Studien wurden die beiden bekannten Promotorpolymorphismen 
RANTES -28 C/G und -403 G/A analysiert (Promrat et al., 2003; Hellier et al.,2003). 
In beiden Studien konnte das RANTES -403A-Allel mit einer verminderten portalen 
Entzündung in Verbindung gebracht werden, jedoch konnte keiner dieser SNPs mit 
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dem Therapieransprechen assoziiert werden. Allerdings bezogen sich diese Resultate 
im Gegensatz zu dieser Arbeit auf Untersuchung einzelner SNPs.  
Generell tragen RANTES Int1.1 C und 3´222 C Allele zu den komplexen 
Wechselwirkungen zwischen dem HCV und der polygenen Immunantwort  des 
Patienten während der antiviralen Therapie bei. Da die aktuell anerkannte 
Standardtherapie der HCV-Infektion mit pegyliertem Interfern-α und Ribavirin nur 
Therapieerfolge bei  etwa 50% der Patienten erzielt, könnte eine „genetische 
Stratifizierung“ der Patienten im Hinblick auf den Einfluss einer HCV-Therapie bei 
der Optimierung zukünftiger Therapien nützlich sein (Gao et al., 2004). 
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4.5 Klinischer Ausblick  
 
Mehrere Studien konnten bereits belegen, dass nicht nur die viralen Faktoren einen 
Einfluss auf den Verlauf der chronischen Hepatitis C haben. Vor allem die genetische 
Variabilität des Wirtsorganismus unter besonderer Berücksichtigung der Chemokine 
und deren Rezeptoren hat Auswirkung auf den Verlauf der Erkrankung sowie auf den 
Erfolg einer Therapie (Promrat et al., 2003). 
Die in dieser Arbeit untersuchten Chemokin- bzw. Chemokinrezeptor- 
Polymorphismen zeigten keine erhöhte Prävalenz bei Patienten mit chronischer 
Hepatitis C. Jedoch konnten wichtige klinisch-chemische Parameter, wie z. B. die 
HCV-Viruslast oder histologische Parameter, mit einzelnen Chemokin-Genotypen 
assoziiert werden. Von besonderer Bedeutung war in der vorliegenden Untersuchung 
die Analyse der RANTES-Haplotypen, in der spezifische Haplotypen mit der 
antiviralen Therapieantwort assoziiert waren. 
Assoziationsstudien an Kandidatengenen wurden in der Vergangenheit häufig als 
Analysen der einzelnen SNPs durchgeführt. Der Vorteil einer Haplotypanalyse liegt 
darin, dass SNPs, die sich in einem Kopplungsungleichgewicht befinden, nicht 
unabhängig voneinander analysiert werden und ihre Wechselwirkungen untersucht 
werden können. Bei einer so komplexen Krankheit wie der HCV-Infektion ist davon 
auszugehen, dass nicht nur ein einzelner SNP den Krankheitsverlauf beeinflusst, 
sondern dass die Analyse der komplexen Wirkungen verschiedener Genvarianten 
zusammen mehr Informationen liefern kann (Stephens et al., 2001).  
Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit war das Studiendesign mit besonderer 
Berücksichtigung der Auswahl des Kontrollkollektivs. Um eine überproportionale 
Akzentuierung eines Effekts („selection bias“) zu verhindern, sollten die  
Kontrollpersonen das gleiche statistische Erkrankungsrisiko besitzen wie das 
untersuchte Patientenkollektiv (Grimes et al., 2002; Schultz et al., 2002). Die teilweise 
widersprüchlichen Ergebnisse hinsichtlich der Phänotypassoziation weisen auf die 
Notwendigkeit eines homozygoten Patientenkollektivs, einer gematchten 
Kontrollgruppe und genügend großer Fallzahlen in genetischen Assoziationstudien hin 
(Coulhan et al., 2003). 
Diese Arbeit unterstreicht die Bedeutung genetischer Varianten von  Chemokinen und 
Chemokinrezeptoren, die die Entwicklung der HCV-Infektion beeinflussen. Die 
Ergebnisse tragen dazu bei, die Rate der antiviralen Therapieantwort besser 
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vorherzusagen und im Einzelfall die HCV-Therapie individueller zu gestalten, um 
optimale Therapieresultate zu erzielen. Dies scheint vor allem in Anbetracht von 
Nebenwirkungen (Maier, 2002) und der enormen Kosten der antiviralen Therapie 
sinnvoll. 
Bei Therapieversagen der antiviralen Behandlung entwickeln bis zu 30 % der 
Patienten mit chronischer Hepatitis C eine Leberzirrhose (Di Bisceglie et al., 2000). 
Im weiteren Verlauf kann es als Folge der Erkrankung zu einer Dekompensation der 
Leberzirrhose im Rahmen der portalen Hypertension kommen. Zudem besteht bei 
Patienten mit Leberzirrhose ein erhöhtes Risiko der Entstehung eines hepatozellulären 
Karzinoms. Es ist daher wichtig, die Patienten mit einem hohen Risiko einer 
Leberzirrhose frühzeitig zu erkennen und gezielt zu therapieren. Bislang wurden in 
allen genetischen Studien bereits bekannte, pathophysiologisch oder pathobiochemisch 
wichtige Gene untersucht. Die Identifizierung weiterer, bisher noch unbekannter 
Genloci wird in den nächsten Jahren durch das gesamte Genom überspannende 
Studien („genome-wide-scans“) an Bedeutung gewinnen. Kürzlich konnte durch eine 
Genomanalyse ein bislang unbekannter Genlocus (Hfib-Loci) mit der Fibrogenese bei 
chronischer HCV-Infektion assoziiert werden (Hillebrandt et al., 2005). Um weitere 
Studien mit größeren Fallzahlen durchzuführen, müssten in wachsendem Maße 
multizentrische Studien oder Untersuchungen mit Hilfe zentraler „Biobanken“ 
(Winickoff et al., 2003), die zum Beispiel im Rahmen des BMBF-Kompetenznetzes 
Hepatitis (Hep-Net) aufgebaut werden, durchgeführt werden. Die schnelle 
Entwicklung der labortechnischen Genotypisierungsmethoden sowie die öffentlich 
zugänglichen Daten des humanen Genomprojekts 
(http://www.nature.com/genomics/human/) und der humanen Haplotypkarte 
(http://www.hapmap.org/) (The International HapMap Project, 2003) erleichtern 
zukünftige Studien zur Aufklärung der polygenen Kontolle der antiviralen Therapie 
und der Fibrogenese. Dadurch können weitere Einblicke in die Rolle von Chemokinen 
und anderer bislang unbekannter Gene in der Pathogenese der HCV-Infektion 
gewonnen werden, die langfristig neue Therapiemöglichkeiten eröffnen. 
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5 Zusammenfassung 
 
 
Die Hepatitis C-Virus-Infektion ist eine Leberentzündung, die durch verschiedene 
epidemiologische und virale Faktoren und genetische Wirtsfaktoren beeinflusst wird. 
In dieser Arbeit wurde die Bedeutung genetischer Varianten der Chemokinrezeptoren 
CCR5 und CX3CR1 und des Chemokins RANTES auf die chronische Hepatitis C 
untersucht.  
 
Im einzelnen wurden Polymorphismen des CC-Chemokinrezeptors ∆32 (CCR5 ∆32), 
die kombinierten SNPs CX3CR1 V249I und T280M sowie die Haplotypanalyse des 
RANTES-Gens mit klinisch-chemischen und histologischen Parametern korreliert und 
ein möglicher Einfluss auf die antivirale Therapie geprüft. Mehr als 330 Patienten mit 
chronischer Hepatitis C zweier voneinander unabhängiger Kollektive (Aachen und 
Berlin) und 152 in Alter und Geschlecht gematchte HCV-negative Kontrollpersonen 
mit  ähnlichem Expositionsrisiko wurden in die Studienpopulation eingeschlossen. 
 
(1) Keiner der getesteten SNPs war mit einer erhöhten Suszeptibilität gegenüber einer 
HCV-Infektion assoziert. Auch die Analyse der Haplotypen des RANTES-Gens 
konnte keine Differenzen zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv zeigen. 
 
(2) Bei der Auswertung des CCR5 ∆32-Deletionspolymorphismus konnten keine 
Unterschiede der HCV-RNA-Viruslast, der Leberenzyme oder des 
Fibrosestadiums in Abhängigkeit vom CCR5 ∆32-Allel gefunden werden. Es 
konnte eine histologisch stärkere Entzündung der Leberbiopsien im Aachener 
Patientenkollektiv und ein schlechteres Therapieansprechen der Berliner 
Patientengruppe in Gegenwart der CCR5 ∆32-Mutation festgestellt werden. Diese 
Ergebnisse konnten jedoch weder in der jeweils anderen Patientengruppe noch in 
beiden Kollektiven zusammen reproduziert werden. 
 
(3) Das CX3CR1 249I-Allel war in dieser Arbeit mit einer erhöhten HCV-RNA-
Viruslast und einer vermehrten Fibrose in den Leberbiopsien assoziiert. Dieses 
Resultat bestätigte sich auch in der Auswertung der kombinierten SNPs CX3CR1 
V249I und T280M.  
64 Zusammenfassung  
(4) In der Haplotypanalyse des RANTES-Gens konnten vier häufige Haplotypen 
identifiziert werden. Die RANTES-Haplotypen, die das RANTES Int1.1 C und das 
3'222 C- Allel tragen, konnten signifikant häufiger bei Patienten mit einem 
ausbleibenden Therapieansprechen beobachtet werden. Dieses Ergebnis gilt auch 
für die schwieriger zu behandelnden Patienten mit den HCV-Genotypen 1 und 4. 
Möglicherweise tragen RANTES-Haplotypen zu komplexen Wechselwirkungen 
zwischen dem HCV und der polygen determinierten Immunantwort  des Patienten 
während der antiviralen Therapie bei. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit heben den Einfluss von Chemokinen und ihren 
Rezeptoren  im Hinblick auf die Hepatitis C Erkrankung hervor und könnten bei der 
Entwicklung neuer Therapiestrategien von Bedeutung sein. Weitere Studien sind 
dennoch erforderlich, um diese Resultate auch in anderen Studienpopulationen zu 
bestätigen und weitere Einblicke in die Rolle von Chemokinen in der Pathogenese der 
HCV-Infektion zu erhalten. 
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